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I. INTRODUCTION 
I.1 HISTOIRE ET CONTEXTE DE LA FILERE AGRUME 
I.1.1 Origine et dispersion 
L’aire d’origine supposée des agrumes est le sud-est asiatique, allant des zones tropicales et 
subtropicales du sud de la Chine, au nord-est de l’Inde, en descendant jusqu’à l’Australie 
(Gmitter et Hu 1990). Cependant, l’origine géographique exacte des agrumes n’est toujours 
pas clairement identifiée. Les oranges seraient originaires de Chine, le cédrat et les citrons, 
des Indes. La route de la soie et la navigation côtière en Extrême-Orient ont permis des 
transferts réciproques d’agrumes entre l’Inde et la Chine. La navigation dans le golfe Persique 
a continué la diffusion ultérieure vers le Moyen-Orient, relayée par les conquêtes des mondes 
grec, latin et arabe.  
 
Figure 1: Origine et dispersion des agrumes à travers le monde, Ollitrault et al. (2003) 
 
Ainsi, les agrumes ont été introduits dans le bassin méditerranéen durant l’Antiquité (Figure 
1). D’après Tolkowsky (1938), le cédratier, le bigaradier, le bergamotier ont été ramenés sur 
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les bords de la Méditerranée lors des conquêtes par Alexandre le Grand en Perse et en Inde en 
330 avant J-C. De nombreuses mosaïques dans les villas romaines, en particulier à Pompéi 
représentent ces agrumes. La fameuse pomme d’or du mythique Jardin des Hespérides n’est 
probablement autre qu’un cédrat. Les autres agrumes arriveront plus tard au grè des invasions 
arabes (XI
e
 siècle après JC) qui les diffusèrent sur une partie de l’Europe et en Afrique. Quant 
aux oranges douces, il faut attendre le début du XVI
e
 siècle et leur introduction par les 
navigateurs portugais, dont Vasco de Gama, pour qu’elles soient connues et se répandent. 
Enfin, la première mandarine n’arrive en Europe qu’au début du XIX
e 
siècle. Les agrumes, 
introduits en Amérique suite aux voyages de Christophe Colomb, donnent naissance au 
pomelo, l’unique espèce non originaire d’Asie. L’Australie sera le dernier continent à 
accueillir les agrumes cultivés en 1788 en provenance du Brésil. 
I.1.2 Taxonomie et phylogénie  
Les agrumes font partie des Rutaceae, l’une des 21 familles qui composent l’ordre des 
Geraniales. Les Rutaceae comprennent 1600 espèces et 150 genres regroupés en 7 sous 
familles et 12 tribus. Le terme « agrumes vrais », selon Swingle et Reece (1967), regroupe six 
genres sexuellement compatibles de la famille des Rutaceae, sous famille des Aurantioideae, 
tribu des Citreae. La majorité des espèces cultivées appartiennent au genre Citrus (Figure 2). 
Deux autres genres contiennent également des espèces consommées. Le genre Fortunella 
rassemble deux à sept espèces selon les auteurs (Rahman et Nito 1994; Swingle 1915). Leurs 
fruits sont connus sous le nom de kumquats. Le genre Microcitrus rassemble sept espèces, M. 
australis, M. australasica, M. inodora, M. garrowayii, M. maideniana, M. warburgiana et M. 
papuana (Swingle et Reece 1967; Winters 1976). Les deux dernières espèces sont originaires 
de Papouasie-Nouvelle-Guinée alors que les autres sont natives d’Australie. Longtemps 
consommés après cueillettes par les Aborigènes, les fruits de Microcitrus australasica, 
également appelés lime digitée d’Australie, sont cultivés et commercialisés depuis quelques 
années. Le genre Poncirus, renferme une unique espèce, Poncirus trifoliata (L.) Raf., 
caractérisée par des feuilles caduques et trifoliées. Elle est utilisée comme porte-greffe du fait 
de ses nombreuses résistances aux contraintes biotiques et elle est caractérisée par des fruits 
non comestibles. Eremocitrus glauca, également appelée lime du désert australien, est la seule 
espèce du genre Eremocitrus. C’est une espèce endémique des régions semi-arides du 
Queensland, de Nouvelles-Galles-du-Sud et d'Australie-Méridionale en Australie. Enfin, le 
genre Clymenia, longtemps considéré comme monospécifique, comporte deux espèces : C. 
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polyandra et C. platypoda (Stone 1985). Ce genre diffère des Citrus par son feuillage et la 
taille réduite de ses arbres. 
 
Figure 2: Taxonomie des Aurantioideae, d'après Swingle et Reece (1967) 
 
La taxonomie des Citrus reste assez confuse et controversée, probablement en raison d’une 
diversité agromorphologique considérable, d’une fréquence élevée de mutations, d’une large 
compatibilité sexuelle, d’apomixie facultative, d’un long passé de culture et de dispersion 
(Nicolosi, et al. 2000). Tous les travaux de classification des agrumes réalisés dans le passé 
sont basés sur des différences anatomiques, morphologiques et géographiques. Parmi les 
nombreuses classifications proposées, celles de Swingle et Reece (1967) et Tanaka (1961) 
sont les plus utilisées. Ainsi, Swingle et Reece (1967) considèrent que le genre Citrus est 
composé de deux sous-genres : Citrus et Papeda. Les deux sous-genres sont distingués sur des 
critères morphologiques et sur la composition chimique des fleurs, des feuilles et des fruits. 
Cependant, Tanaka (1977) considère le genre Citrus composé de deux sous-genres, 
Archicitrus et Metacitrus, eux-mêmes divisés en huit sections, quinze sous-sections, neuf 
groupes, deux sous-groupes, deux microgroupes et 162 espèces. 
A partir de données phénotypiques, Scora (1975) et Barrett et Rhodes (1976) suggèrent qu'il y 
a seulement trois taxons de base chez les agrumes, les cédratiers (C. medica L.), les 
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mandariniers (C. reticulata Blanco) et les pamplemoussiers (C. maxima ( Burm.) Merr.). Ces 
auteurs sont les premiers à suggérer que les autres espèces sont issues d’hybridations entre ces 
espèces « vraies ». Ces dernières années, le développement de marqueurs biochimiques et 
moléculaires a permis de mener des études de diversité et de phylogénie. Les études réalisées 
avec des marqueurs isoenzymes (Herrero, et al. 1996; Torres, et al. 1978), RFLP (Federici, et 
al. 1998), RAPD (Corazza-Nunes, et al. 2002; Nicolosi 2007; Nicolosi, et al. 2000), ISSR 
(Fang, et al. 1998; Gulsen et Roose 2001), SSR (Barkley, et al. 2006; Corazza-Nunes, et al. 
2002; Luro, et al. 2000), confirment les résultats de Barrett et Rhodes (1976). Cependant, 
Federicci et al. (1998) suggèrent l’existence d’un quatrième taxon de base appartenant aux 
papedas. Ce résultat a été confirmé par diverses études utilisant des marqueurs de l'ADN 
cytoplasmique (Froelicher, et al. 2010; Nicolosi, et al. 2000). C. micrantha pourrait être le 
représentant de ce groupe des Papeda en tant qu’espèce la plus primitive (Hodgson 1967; 
Nicolosi, et al. 2000).  
Ainsi, l’hypothèse actuelle tend en faveur de quatre taxons à l’origine de l’ensemble des 
espèces cultivées : cédratier (Citrus medica), mandarinier (Citrus reticulata), pamplemoussier 
(Citrus maxima (Burm.) Merr.) et micrantha (Citrus micrantha Wester). L’ensemble des 
espèces cultivées résulterait d’hybridations entre ces taxons de base mis en contact à la faveur 
des échanges commerciaux et des grandes invasions. En fait, les orangers (C. sinensis) les 
pomelos (C. paradisi), les citronniers (C. limon), les limettiers (C. aurantifolia), et les 
bigaradiers (C. aurantium) seraient issus de croisements directs ou de backcross, fixés par 
l’apomixie et élevés au rang d’espèces par certains taxonomistes. La diversification 
secondaire de ces « espèces » aurait alors essentiellement été assurée par mutation. Les 
bigaradiers et les orangers seraient respectivement issus d’une hybridation et d’un backcross 
entre pamplemoussier et mandarinier. Le pomelo serait l’hybride entre oranger et 
pamplemoussier. Les organites cytoplasmiques des bigaradiers, des orangers, des pomelos 
proviendraient du pool des pamplemoussiers (Froelicher, et al. 2010; Nicolosi, et al. 2000). 
L’origine des citronniers et des limettiers est plus complexe. Leur taxonomie est encore 
controversée et même les noms communs "lime" et "citron" n'ont pas de correspondance avec 
la taxonomie des Citrus. L’utilisation de marqueurs moléculaires a permis d’établir qu’ils sont 
le résultat d’une diversification secondaire (Barkley, et al. 2006; Nicolosi, et al. 2000; Scora 
1975). Les limettiers et les citronniers possèdent comme caractéristiques communes des 
allèles de cédratiers ainsi que des caractères phénotypiques tels que l’acidité et la couleur 
jaune tendant à montrer leur apparentement avec ces derniers. De plus, les citronniers 
possèdent des allèles de mandariniers et de pamplemoussiers. La synthèse des données 
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chloroplastiques et nucléaires indique que les mandariniers et pamplemoussiers ont également 
contribué à l’apparition des citronniers. Chez les limettiers, deux catégories sont décrites, 
ceux à gros fruits et ceux à petits fruits (Hodgson 1967). Le limettier à petits fruits, C. 
aurantifolia type "Mexicain", possède un génome cytoplasmique de micrantha. Les travaux 
réalisés par Nicolosi et al. (2000) avec des marqueurs chloroplastiques et confirmés par 
Froelicher et al. (2010) avec des marqueurs mitochondriaux suggèrent ainsi que le limettier 
"Mexicain" (C. aurantifolia) serait issu d’une hybridation entre le cédratier et C. micrantha. 
Les limettiers à gros fruits C. aurantifolia selon la classification de Swingle et Reece (1967), 
C. latifolia selon la classification de Tanaka (1961) de type "Tahiti" ou "Bears", mais 
également les limes douces C. limettioides "Palestine", "Brazilian" et les limettes type 
"Marrakech" possèdent tous un cytoplasme ayant pour origine les pamplemoussiers 
(Froelicher, et al. 2010; Nicolosi, et al. 2000). Pour Nicolosi et al. (2000), les limes douces 
seraient le résultat de croisement entre bigaradier et cédratier tandis que pour Bayer et al. 
(2009) la lime "Tahiti" serait le produit d’un croisement entre citronnier (C. limon) et limettier 
"Mexicain" (C. aurantifolia). 
I.1.3 Contexte économique  
I.1.3.1 Au niveau mondial 
Du point de vue économique, les agrumes représentent la première production fruitière 
mondiale, avec 124 millions de tonnes en 2009 (FAOSTAT 2010) devant la banane (90 
millions de tonnes) et largement devant la pomme et le raisin (respectivement 64 et 66 
millions de tonnes). La production totale des agrumes est en constante augmentation. La 
moitié de la production mondiale est destinée à l’autoconsommation.  
Les principaux pays producteurs sont la Chine (22 MT), le Brésil (20,7 MT), les Etats-Unis 
d’Amérique (11,7 MT), le Mexique (7,5 MT), l’Inde (7,2 MT) et l’Espagne (5.9 MT) 
(FAOSTAT 2010). La Floride et la région de Sao Paolo sont les deux plus importantes 
régions de production d’agrumes au monde, production essentiellement constituée d’oranges. 
Le groupe des agrumes est très hétérogène, une large gamme de produits le compose. Les 
oranges forment le premier groupe variétal avec 55% des volumes. Les petits agrumes de type 
clémentines et mandarines comptent pour environ 23% des volumes produits. Leur culture est 
plus récente que les oranges mais plus dynamique. Les citrons/limes et les pomélos arrivent 
respectivement en troisième (11% de la production mondiale) et quatrième position (4%). Les 
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agrumes que l'on peut qualifier de marginaux (cédrat, kumquat, etc.) ne représentent qu'une 
infime partie de l'offre mondiale.  
Environ 65% de la production mondiale est destinée au marché du fruit frais, le reste alimente 
l’industrie agroalimentaire, notamment pour la transformation en jus. Par ailleurs, dans le 
bassin méditerranéen et en Chine, la majorité de la production est assignée au marché du fruit 
frais, à l’inverse du Brésil et de la Floride où la plus grande part de la production est vouée à 
la transformation (Figure 3).  
 
Figure 3: Principales régions productrices d’agrumes pour le marché du fruit frais et la transformation, 
(Imbert 2008) 
I.1.3.2 Au niveau du bassin méditerranéen  
La Méditerranée fait partie des principales zones de production agrumicoles dans le monde. 
Elle figure en troisième position, avec 17 millions de tonnes, derrière la Chine et le Brésil. Le 
taux de croissance des exportations du bassin méditerranéen a augmenté significativement ces 
dernières années d’environ 2,5% par an au lieu de 1,2% entre 1975 et 1995 (Imbert 2007). Le 
bassin méditerranéen a su tirer profit de ses nombreux atouts pour développer une stratégie 
visant à s’imposer sur le marché mondial des agrumes frais. Les clés de ce succès sont un 
climat favorable à la production de fruits de première qualité, une gamme variétale en 
constante évolution, la mise en pace d’importantes règles de protection phytosanitaires et 
enfin la recherche et le développement de nouveaux marchés (Europe de l’Est, Chine, Moyen-
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Orient). Ainsi, un agrume frais sur deux échangés dans le monde provient de cette région 
(Imbert 2005). La transformation reste pour les producteurs de cette zone un outil de 
régulation du marché en permettant d’absorber et de valoriser les écarts de triage (Imbert 
2008). 
Le profil variétal est largement dominé par les oranges (50%) suivies des « petits » fruits avec 
près de 20% (Imbert 2005). Deux types de pays producteurs peuvent être distingués. Des pays 
producteurs-consommateurs tels que l’Italie, l’Egypte, la Turquie ou la Grèce qui représentent 
dans l’ensemble 40% de la production méditerranéenne mais plus de 70% de la 
consommation régionale. Enfin, des pays producteurs-exportateurs, notamment l’Espagne, le 
Maroc et Israël qui représentent 50% de la production méditerranéenne et près de 75% des 
exportations. 
I.1.3.3 Au Maroc         
La filière agrume, premier groupe de fruits exportés, considérée comme un secteur stratégique 
participant à l'équilibre de la balance commerciale, a été hissée au premier rang des priorités 
de la politique agricole (Figure 4). En effet, la mise en place du plan « Maroc vert » montre la 
volonté des décideurs politiques marocains de remettre l’agriculture au centre du 
développement économique du pays durant la prochaine décennie. En plus de l’agriculture 
traditionnelle, ce plan concerne les cultures d’exportation afin de renforcer la compétitivité au 
niveau international en exploitant les avantages comparatifs du pays en terme de coût de main 
d’œuvre, de savoir faire et de proximité du marché européen.   
L’objectif assigné au secteur agrumicole est de faire passer la production d’environ 1,3 
million de tonnes à 3,8 millions de tonnes d’ici la fin de la décennie. Afin d’y parvenir, il est 
prévu d’augmenter la productivité actuellement située entre 15 et 26 t/ha et de s’attaquer au 
problème de vieillissement des vergers (Ministère de l'agriculture Marocain. 2009). 
Ce plan tient compte des faiblesses du Maroc en ressources hydriques (80% du territoire situé 
en zone semi-aride) mais aussi de la position fragilisée du Maroc sur le marché européen. En 
effet, après une expansion rapide des exportations dans les années 70, le Maroc est confronté 
depuis les années 80 à des difficultés pour maintenir ses parts de marché face à un 
rétrécissement des marchés d'exportation traditionnels. L'adhésion de l'Espagne à la CEE en 
1986 et une internationalisation accrue des échanges ont modifié les règles du jeu dans le sens 
d'une concurrence plus intense qui oblige le Maroc à redéfinir sa position concurrentielle. 
Cette concurrence de l’Espagne au niveau du marché européen, une recherche de nouveaux 
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marchés est un point essentiel au développement de la filière au Maroc. En effet, la 
production marocaine s’oriente principalement vers les marchés Canadien et Russe en 
attendant l’ouverture du marché Chinois (Ministère de l'agriculture Marocain. 2009). 
 
 
Figure 4: Occupation de l’espace agricole et performances des filières de production au Maroc, plan 
Maroc Vert 2009 
 
Suite à la stagnation de la consommation d'oranges qui sont devenues des produits banalisés 
et souffrent d'une érosion sur les marchés européens provoquant ainsi un recul des ventes, le 
Maroc a amorcé une redistribution de ses parts de marché en s’orientant vers la production de 
petits fruits qui représentent un potentiel de croissance important. 
I.1.4 Contraintes environnementales      
L’agrumiculture fait face à de nombreuses contraintes biotiques et abiotiques qui représentent 
de sérieuses menaces pour la production. Ainsi, la campagne 2004-2005 a connu une baisse 
de la production dans certaines grandes zones agrumicoles comme le Brésil, les Etats-Unis et 
l’Espagne due aux mauvaises conditions météorologiques. La raréfaction des ressources en 
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eau et la dégradation de sa qualité (salinité, métaux lourds) sont également des contraintes 
abiotiques majeures pour de nombreux pays du Sud. Deux bactérioses, le chancre citrique 
(Xanthomonas campestris) (Hartung, et al. 1993) et le `Huanglongbing` (Liberobacter 
asiaticum) (Tian, et al. 1996), sont responsables de la baisse de la production des deux 
régions de production majeures : le Brésil et les Etats-Unis. La cercosporiose, maladie 
fongique due à Phaemularia angolensis, sévit en Afrique et se répand très rapidement. La 
faible diversité génétique chez les orangers est responsable de la fragilité des productions face 
aux maladies émergentes et invasives.  
I.1.5 Attentes du marché 
 L’agrumiculture doit prendre en compte les attentes des consommateurs et du marché 
mondial, de plus en plus exigeants en terme de qualité. Des politiques de segmentation du 
marché sont mises en place dans le secteur des petits agrumes. Pour le marché du fruit frais, 
l’absence de pépins et la coloration des fruits sont des critères de qualité essentiels. En effet, 
les grands exportateurs de variétés de clémentines sans pépins, comme l’Espagne et le Maroc, 
ont connu un succès important en Europe et aux Etats-Unis. La production américaine de ces 
variétés appartenant au groupe des mandarines a augmenté de manière spectaculaire au cours 
de la dernière décennie. Cette évolution repose sur des critères de qualité tels que la facilité 
d’épluchage, le calibre et l’absence de pépins. Cette expansion du marché des agrumes 
conduit les pays producteurs à s’impliquer dans des projets de création variétale. Plusieurs 
objectifs sont visés: élargir la gamme des produits sur des critères de qualité, répondre aux 
contraintes croissantes imposées par les stress biotiques et abiotiques et l’extension de la 
période de production. Les Etats-Unis, Israël et le Japon ont été les pays les plus actifs dans le 
domaine de l’amélioration variétale dans les années 70 et 80. Aujourd'hui, l'Italie, les Etats-
Unis, l'Espagne, l’Australie et le Maroc proposent de nouvelles variétés protégées. 
I.1.6 Objectifs d’amélioration des agrumes 
I.1.6.1 Généralités 
De nombreuses variétés cultivées à travers le monde sont issues de sélections d’hybrides 
spontanés ou de sélections de mutations spontanées identifiées dans les vergers. Depuis la fin 
du XIX
e
 siècle, les programmes d’amélioration ont exploité la facilité des agrumes à 
s’hybrider entre eux pour améliorer les caractères pomologiques ou agronomiques des 
variétés dites défaillantes. En effet, la compatibilité sexuelle s’est avérée très large, tant pour 
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les combinaisons intra et interspécifiques qu’intergénériques. De plus, de longs cycles de 
recherche ou d’induction de variabilité (prospection de mutants, hybridation, mutagenèse, 
biotechnologies…), suivis de processus de sélection et validation, ont été entrepris par 
différentes équipes à travers le monde chez les agrumes. Le perfectionnement des techniques 
horticoles a permis de contourner les diverses contraintes environnementales (salinité, 
pression parasitaire…) par l’utilisation de l’association cultivar / porte-greffe (Aubert et 
Vullin 1997). Ceci permet de distinguer des objectifs liés à l’amélioration des porte-greffe et 
d’autres liés à l’amélioration variétale, en tenant compte des besoins spécifiques de chaque 
région du monde. 
I.1.6.2 Amélioration des porte-greffe 
La sélection de porte-greffe à multiplication végétative est une nécessité agronomique pour 
garantir la production et assurer son développement dans différentes régions du monde 
présentant des conditions agro-environnementales contrastées. Le travail de création et de 
sélection a pour but de trouver des porte-greffe adaptés aux caractéristiques des sols et aux 
différents pathogènes qui s’y trouvent. Dans le bassin méditerranéen, les principaux 
problèmes rencontrés sont la salinité, l'alcalinité des sols calcaires, le virus de la Tristeza, les 
nématodes et le Phytophthora. Jusqu’à l’arrivée de la Tristeza, le principal porte-greffe utilisé 
était le bigaradier car il était l’un des rares à tolérer, dans une certaine mesure, la salinité, les 
pH élevés, et les sols calcaires (Grosser, et al. 2004). Toutefois, les arbres greffés sur 
bigaradier sont plus vulnérables aux maladies causées par certaines souches du virus de la 
Tristeza des agrumes (Rao, et al. 2008). De nouveaux porte-greffe offrant une bonne 
compatibilité avec les cultivars d'agrumes locaux et tolérants à ces diverses contraintes 
doivent être trouvés. D'intéressants caractères de tolérance vis-à-vis de stress biotiques et 
abiotiques existent dans les espèces du genre Citrus et des genres apparentés. La 
recombinaison génétique, utilisable pour exploiter cette diversité génétique, est limitée par la 
biologie de la reproduction des agrumes et la forte hétérozygotie de la plupart des cultivars et 
porte-greffe. En revanche, l'hybridation somatique apparaît comme étant une voie plus 
favorable au cumul des caractères d'intérêt agronomique et de tolérances à des pathogènes tels 
que la Tristeza et le Phytophthora. 
Le porte-greffe doit être également compatible au greffage avec la variété et favoriser le 
développement durable d’arbres capables de produire des fruits en grandes quantités et de 
bonne qualité (Khan et Kender 2007). Les porte-greffe permettent de moduler le 
comportement de l’association porte-greffe/cultivar pour de nombreux caractères. Ainsi pour 
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l’ensemble des zones de culture, la sélection d’un porte-greffe conférant à l’association porte-
greffe/cultivar une résistance ou une tolérance à la Tristeza est une priorité. La majorité des 
pays producteurs s’orientent vers la reconversion de leur verger en utilisant des porte-greffe 
tolérants ou résistants à cette maladie. Cependant, il apparaît que la plupart des porte-greffe 
tolérants sont mal adaptés à plusieurs autres contraintes. L’objectif majeur est de créer de 
nouveaux porte-greffe cumulant des tolérances aux contraintes biotiques et abiotiques tout en 
conférant un niveau de qualité élevée aux fruits.  
I.1.6.3 Amélioration variétale 
Les qualités visuelles et organoleptiques des fruits restent des critères très importants pour le 
marché du fruit frais. La composante organoleptique de la qualité est très importante mais 
subjective et variable en fonction des régions géographiques de consommation. Ainsi, des 
différences notables d’appréciation existent entre les différents pays de l’Union Européenne. 
Pour répondre à la diversité des goûts, des sélectionneurs développent une gamme variétale de 
qualité variable s’adaptant à la demande. Cependant, d’autres contraintes, telles que 
l’étalement de la production, la longueur de la phase juvénile, le calibre, la productivité, la 
conservation ou l’absence de critères de sélection précoce pour la plupart des caractères sont 
autant de problématiques auxquelles les programmes de sélection s’intéressent. 
Un des critères majeurs du marché du fruit frais et du jus est l’aspermie. En effet, le 
consommateur veut des fruits sans pépins et la présence de graines pourrait être associée à la 
présence de composés aromatiques défavorables et à l’amertume dans les jus (Ollitrault, et al. 
2008). 
I.1.6.4 Enjeux et perspectives de l’amélioration dans le bassin méditerranéen  
L’agrumiculture méditerranéenne est soumise à de fortes contraintes biotiques et abiotiques et 
répondant à un marché du fruit frais très exigeant en termes de qualité, positionne clairement 
la sélection variétale comme un enjeu central du développement agrumicole dans la région. 
Le développement de programmes de création et de sélection variétales est devenu une 
nécessité de premier ordre pour le pays producteurs d’autant que se généralise la politique de 
protection variétale. Ces programmes d’amélioration concernent deux axes principaux. 
Premièrement, la création de porte-greffe adaptés aux différents types de sols, aux pathogènes 
qui s’y trouvent et le choix d’une bonne association porte-greffe/cultivar pour de nombreux 
caractères comme la résistance à la Tristeza, au froid, la vigueur et la productivité. Le 
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deuxième axe concerne la création de nouvelles variétés afin d’établir et de développer une 
gamme variétale susceptible de répondre à la diversité de la demande du marché et permettre 
l’étalement de la production par le biais de variétés tardives. Plusieurs pays du nord de la 
méditerranée se basent sur la multiplication végétative et s’appuient de plus en plus sur les 
avancées des biotechnologies. 
I.1.6.5  Enjeux et perspectives de l’amélioration au Maroc 
Le Maroc possède une longue tradition d’amélioration conventionnelle. Certaines variétés très 
intéressantes telles que le mandarinier « Afourer » ou le clémentinier «Guerdane » ont été 
sélectionnées respectivement à l’Inra du Maroc et chez un groupe privé « Les Domaines 
Abbes Kabbage ». De plus, l’arrivée de la Tristeza dans les années 80 a totalement remis en 
cause l’utilisation du bigaradier (C. aurantium), porte-greffe quasi exclusif dans les vergers 
marocains. Le Maroc s’est ainsi engagé dans la reconversion des ces vergers à l’aide de porte-
greffe tolérants à cette maladie. Plusieurs tests de nouveaux porte-greffe, tels que le citrange 
Carrizo, et les Poncirus Rubidoux et Pomeroy, basés sur des recherches entreprises en Corse 
et en Espagne sont conduits par l’Inra Maroc. 
Afin d’optimiser l’innovation variétale chez les agrumes, le Maroc s’est engagé récemment 
sur la voie de l’amélioration à l’aide des biotechnologies. 
L’objectif de certains instituts et d’entreprises privés est d’obtenir rapidement de nouvelles 
variétés d’excellentes qualités et sans pépins afin de segmenter le marché et répondre à la 
demande de pays très exigeants en terme de qualité. 
De plus la présence du psylle Toxoptera aurantii, vecteur de la tristeza fait craindre une 
épidémie. L’Inra du Maroc au côté du Cirad s’est récemment engagé dans un programme 
d’hybridation somatique pour tenter de créer un porte-greffe cumulant les caractères de 
tolérance aux contraintes biotiques et biotiques.  
I.2 CONTEXTE BIOLOGIQUE DE L’AMELIORATION VARIETALE 
DES AGRUMES 
I.2.1 Diversité phénotypique chez les agrumes 
La diversité agromorphologique des agrumes est considérable (Figure 5). Elle concerne aussi 
bien les caractères organoleptiques et pomologiques que les résistances aux facteurs biotiques 
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ou abiotiques. Ainsi, cette diversité ouvre des perspectives intéressantes pour l’utilisation des 
ressources génétiques en amélioration variétale. Elle est fortement marquée entre les espèces.  
 
Figure 5: Diversité pomologique des fruits d’agrumes : A = les cédrats ; B = les pomelos ; C = les oranges ; 
D = les limes ; E = les mandarines et F = les citrons. 
 
Cette variabilité se manifeste particulièrement au niveau des fruits. Le diamètre des fruits peut 
varier de quelques millimètres chez certains kumquats et micrantha à plus de 30 centimètres 
pour certains pamplemoussiers. L’épaisseur de l’albedo quasi inexistant chez les mandariniers 
constitue la majeure partie du fruit chez les cédratiers. La coloration du fruit, due à la 
présence de métabolites secondaires, les flavonoïdes (anthocyanes) et/ou les caroténoïdes 
(lycopène, béta carotène, volaxanthine…) varie du jaune/vert chez les limettiers, les 
cédratiers, les citronniers, les pamplemoussiers au rouge/orange chez les orangers et 
mandariniers voire au violacé chez les Microcitrus. La pulpe peut également présenter des 
couleurs et des teneurs en acidité variables entre les espèces. Les agrumes présentent un port 
variable en fonction des espèces allant du buisson à l’arbre. Au niveau foliaire, les feuilles des 
Citrus sont majoritairement monofoliées, persistantes et présentent des tailles et formes 
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variables suivant les espèces. Seuls les Poncirus se caractérisent par des feuilles totalement 
trifoliées et caduques. 
I.2.2 Ploïdie et cytogénétique des agrumes  
Les agrumes et les genres apparentés, à grande majorité diploïdes, ont un nombre de 
chromosomes de base n égal à 9, soit 2n = 2x = 18 (Krug 1943). Des phénomènes de 
polyploïdisation naturelle peuvent survenir, mais seuls quelques polyploïdes naturels ont été 
identifiés, tels que Fortunella hindsii (Praloran 1971), tétraploïde ; Citrus latifolia (Nogler 
1984), triploïde ; Clausena excavata, allotétraploïde (Froelicher, et al. 2000) et Glycosmis 
pentaphylla, hexaploïde (Richards 1986). 
Le comportement méiotique des agrumes ainsi que leurs hybrides interspécifiques et inter 
génériques est généralement régulier, et les irrégularités méiotiques sont peu fréquentes 
(Cavalcante, et al. 2000). 
I.2.3 Système de reproduction chez les agrumes 
I.2.3.1 Généralités 
Les agrumes sont caractérisés par une floraison abondante. Pour la majorité des espèces, elle a 
lieu en début de printemps dans l’hémisphère nord, néanmoins certaines variétés telles que le 
citronnier Eureka, sont capables de fleurir plusieurs fois par an. La période de floraison pour 
une même variété peut varier d’une zone géographique à une autre et selon les températures 
au moment de l’induction florale en fin d’hiver. En revanche, les Poncirus fleurissent plus 
précocement (un mois plus tôt) et le développement des bourgeons floraux précède celui des 
bourgeons végétatifs. Les agrumes du genre Fortunella possèdent la floraison la plus tardive, 
soit environ deux mois après la floraison des Citrus. Ces écarts de précocité de floraison 
contribuent à l'accroissement de la différenciation génétique entre ces trois genres.  
La fleur est de type hermaphrodite, formée de 3 à 5 sépales qui constituent le calice, de 4 à 8 
pétales blancs ou légèrement pourpres qui constituent la corolle et enfin des appareils 
reproducteurs mâles (étamines) et femelles (pistil et stigmate). Chez certaines espèces comme 
Poncirus trifoliata, Citrus limon, C. auranrifolia et C. medica, le pistil peut être absent ou 
atrophié chez un bon nombre de fleurs. La proportion de fleurs portant des anthères vides est 
également variable suivant le cultivar et les conditions de culture. 
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Le stigmate est réceptif quelques jours avant l’anthèse et plusieurs jours après. Chez certains 
cultivars, l’autopollinisation est facilitée par la proximité entre l’anthère et le stigmate ou par 
la déhiscence précoce des anthères. Cependant, l’allopolinisation par le biais d’insectes est la 
stratégie la plus commune grâce au pouvoir attractif des fleurs (l'attrait de la corolle, le 
parfum, le nectar abondant, le pollen). On assiste à une chute de fleurs et de jeunes fruits tout 
juste noués souvent dans des proportions importantes (90% chez le citronnier, 95% chez 
l'oranger et le clémentinier).  
La reproduction chez les agrumes peut se faire selon deux voies : sexuée et asexuée 
(Koltunow, et al. 1995a). Le système de reproduction des agrumes se caractérise par une 
grande diversité de comportement. La polyembryonie et l’apomixie de nombreux génotypes 
constituent sans doute sa plus grande originalité et ont sans doute limité considérablement les 
brassages génétiques en induisant, dans les semis, des fréquences très élevées de 
multiplication conforme du génotype maternel. A l'inverse, l'autoincompatibilité a dû 
favoriser la recombinaison dans les populations monoembryonées. 
I.2.3.2 Apomixie 
I.2.3.2.1 Dans le règne végétal  
La capacité des plantes à fleurs de concevoir un nouvel individu dans une graine n'est pas 
nécessairement liée à la sexualité. Certains angiospermes se reproduisent de manière asexuée 
via les semences par un processus appelé apomixie (García, et al. 1999). L’existence de 
l’apomixie est un argument qui va à l’encontre de l’absolue nécessité de la sexualité. 
L’apomixie donne naissance à des graines fertiles dont les embryons découlent directement 
des cellules maternelles plutôt que d’une fécondation entre gamètes mâles et femelles. Par 
conséquent, ces embryons ont une constitution génétique identique à celle du parent femelle. 
Cette caractéristique est observée dans plus de 300 espèces végétales appartenant à 35 
familles (Kepiro et Roose 2007). Les plus représentées sont les Gramineae, les Compositae, 
les Rosaceae et les Rutaceae (Cameron et Garber 1968). 
La reproduction apomictique est généralement attribuable à deux mécanismes (Figure 6): 
l’apomixie sporophytique (embyonie adventive) et l’apomixie gamétophytique (Esen et Soost 
1977; Koltunow, et al. 1995b).  
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Figure 6: Principales voies de l’apomixie, Spielman et al. (2003) 
 
En cas d’apomixie sporophytique, les embryons se forment directement à partir des cellules 
nucellaires tandis qu’en cas d’apomixie gamétophytique, l’embryon est issu du gamétophyte 
femelle par aposporie (développement de gamétophytes 2n, sans méiose à partir de cellules 
végétatives ou non reproductives du sporophyte) ou par diplosporie (l’embryon se forme 
directement à partir des cellules mères du mégaspore).  
Les embryons nucellaires sont génétiquement identiques au parent femelle car ils sont formés 
de manière asexuée par division mitotique des cellules du nucelle. Lorsqu’au sein d’un même 
pépin se forment un embryon zygotique en plus d’embryons nucellaires, on parle de 
polyembryonie. Ainsi, une variété dite « polyembryonée » est communément considérée 
apomictique. Toutefois, l’apomixie n’est pas à confondre avec le jumelage sexué. En effet, 
des embryons jumeaux peuvent être observés dans un même pépin (Aleza, et al. 2009; Soost 
1987). Les plants résultant de ces pépins polyembryonés sont identiques mais sont issus d’un 
croisement sexué et donc génétiquement différents de leur parent femelle. Bien que ce 
phénomène de jumelage soit rare (Aleza, et al. 2009; Chaudhury, et al. 2001), la présence de 
plusieurs embryons au sein d’un même pépin ne peut, à elle seule, indiquer une apomixie.   
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Chez certaines plantes, les embryons présents dans un même pépin peuvent avoir différentes 
origines génétiques. En effet, des embryons d’origine zygotique et nucellaire peuvent 
coexister. On parle alors d’apomixie partielle ou facultative.  
L’apomixie est un mode de reproduction qui permet de fixer le génotype d'une variété 
supérieure, y compris les cultivars hybrides. Ce caractère peut être particulièrement 
intéressant puisque l'agriculture moderne repose sur l'uniformité des semences et des fruits et 
légumes. Ainsi, les semences peuvent être produites pour de nombreuses générations, sans 
perte de vigueur ou de ségrégations génotypiques. Par conséquent, la plupart des travaux de 
recherches, à ce jour, a porté sur l'introgression du caractère de l'apomixie par sélection 
traditionnelle dans les cultures d'importance économique. Toutefois, il s'agit d'un processus 
lent. L’identification des gènes impliqués dans l'initiation et le contrôle de l'apomixie serait un 
atout important pour pouvoir la transmettre par transformation génétique (Parlevliet et 
Cameron 1959).  
I.2.3.2.2 Chez les agrumes 
L’apomixie est un caractère très répandu chez les agrumes et certains genres proches 
appartenant aux Rutaceae. L’apomixie est de type sporophytique, elle est adventive nucellaire 
et partielle (Roose et Kupper 1992), c’est à dire que l’embryon zygotique et les embryons 
nucellaires se développent concomitamment (Khan et Roose 1988). Ainsi, lors du 
développement de l’embryon zygotique, certaines cellules du nucelle ne dégénèrent pas 
comme c’est le cas chez les espèces monoembryonées et évoluent en embryogenèse, 
aboutissant à la formation d’un ou plusieurs embryons adventifs. La présence d’embryons 
nucellaires développés dans un pépin, peut perturber le développement de l’embryon 
zygotique. Au sein de ces pépins avec des embryons nucellaires, des embryons nucellaires et 
zygotique non développés sont présents mais ne germent pas à cause d’une compétition avec 
les embryons développés (Ollitrault et Luro 1997). L’embryon zygotique peut même avoir 
totalement disparu lorsque la graine est arrivée à maturité. La nécessité de la fécondation du 
sac embryonnaire sexué pour initier le développement des embryons nucellaires apomictiques 
demeure obscure. Soost et Cameron (1979) suggèrent qu’elle est nécessaire tandis que 
Chaudhury et al.(2001) affirment le contraire. Parmi les espèces de base du genre Citrus, C. 
reticulata et C. micrantha sont polyembryonés alors que C. medica et C. maxima sont 
strictement monoembryonés. La polyembryonie est également très largement présente chez 
les espèces secondaires représentant les grandes cultures d’aujourd’hui : orangers, pomelos, 
limettiers et citronniers. Les genres Poncirus (Figure 7), Fortunella, Microcitrus et 
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Eremocitrus ont une apomixie d’un degré relativement faible qui se traduit par un nombre 
moyen d’embryons par graine peu élevé, inférieur à deux (García, et al. 1999). 
 
Figure 7: Graine polyembryonée de Poncirus trifoliata 
 
Ce type de reproduction a eu un impact significatif sur la diversité génétique des espèces et 
sur le maintien et la dispersion des structures génotypiques. Il a fixé certains génotypes 
hybrides et limité grandement le brassage par flux pollinique en conférant un avantage sélectif 
immédiat (à court terme) aux génotypes apomictiques existant. Au fil des générations, cette 
multiplication asexuée a probablement contribué à l’accumulation d’allèles défavorables 
provoqués par des mutations, maintenus à l’état hétérozygote récessif. Dans la littérature, la 
polyembryonie est décrite comme un caractère quantitatif dominant et vraisemblablement 
déterminé par un petit nombre de gènes dans le genre Citrus (Cameron et Frost 1968; 
Cameron et Soost 1979).  
I.2.3.2.3 L’apomixie dans les programmes d’amélioration 
I.2.3.2.3.1 Intérêts à l’amélioration de porte-greffe 
La capacité de produire des embryons nucellaires générant des plantules identiques à l’arbre 
mère est un objectif essentiel dans les programmes d’amélioration de porte-greffe (Iwamasa, 
et al. 1967; Parlevliet et Cameron 1959). Elle permet une propagation génétiquement 
uniforme et ainsi, une réduction des variations de performance qui pourrait arriver en cas de 
reproduction sexuée de ces porte-greffe. Ainsi le travail de sélection réalisé sur les porte-
greffe est basé sur la capacité de produire une descendance à fort taux d’embryons nucellaires 
et possédant les phénotypes recherchés. 
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L’ensemble des porte-greffe actuellement utilisés est polyembryoné. Ces porte-greffe 
produisent des graines qui contiennent des embryons, à la fois, nucellaires et zygotiques. La 
proportion d’embryons zygotiques qui se développent lors d’un semis varie en fonction du 
génotype et de l’environnement (Asíns, et al. 2002; García, et al. 1999). Le risque 
d’hétérogénéité génétique dans les semis est d’autant plus élevé que le degré de 
polyembryonie est faible. Une étude réalisée par Kepiro et Roose (2007) démontre que plus 
de 50% des plants régénérés à partir d’un semis de pépins de Poncirus trifoliata var. Flying 
Dragon sont zygotiques alors que le degré de polyembryonie (nombre moyen d’embryons par 
pépin) est voisin de 1,5. 
I.2.3.2.3.2 Obstacles à l’amélioration variétale 
Contrairement à l’amélioration des porte-greffe, l’apomixie partielle représente un obstacle 
pour l’amélioration variétale. Elle limite le choix des croisements réalisables car la majorité 
des cultivars à fort potentiel commercial est polyembryonée. Effectivement, seules deux 
espèces (C. medica et C. maxima) ne présentent que des cultivars monoembryonés. Pour les 
autres, le degré de polyembryonie peut varier de manière importante suivant les variétés 
(García, et al. 1999). Au sein des petits agrumes, seules quelques variétés sont 
monoembryonées telles que le clémentinier, les mandariniers « Fortune » et « Wilking » et le 
tangor « Ellendale ». Ces variétés sont très utilisées dans les programmes d’innovations 
variétales. 
I.2.3.2.4 Transmission de l’apomixie 
Les travaux réalisés par Garcia et al.(1999) suggèrent que la polyembryonie est contrôlée par 
un seul gène dominant, hétérozygote chez les agrumes trifoliés et absent chez le 
pamplemoussier Chandler. De même, Kepiro et Roose (2009) identifient un unique QTL 
dominant hétérozygote chez P. trifoliata qui paraît essentiel à la production de plus de 2% de 
pépins polyembryonés.  
D’autres travaux suggèrent un contrôle multigènique de l’apomixie nucellaire et que la 
polyembryonie serait un caractère indépendant (Cameron et Soost 1980; Cameron et Soost 
1979). En effet, Garcia et al. (1999) identifient deux QTLs chez P. trifoliata et quatre QTLs 
chez C. volkameriana impliqués dans le contrôle du caractère apomixie. Hong et al. (2001) 
ont proposé un modèle pour l’expression de l’apomixie, régi par deux gènes complémentaires 
A1 et A2. Ils suggèrent que les génotypes A1_A2_ sont capables de produire des pépins via 
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l’apomixie. D’après eux, la combinaison A1 A1 est létale ce qui implique qu’un génotype 
apomictique est de type A1a1A2_. D’après ce modèle, le Poncirus possède le génotype 
A1a1A2A2. 
Par ailleurs, dans les semis de cultivars polyembryonés, les proportions de plants zygotiques 
et nucellaires varient en fonction des conditions environnementales (Ollitrault 1990b). 
Plusieurs techniques ont été utilisées pour tenter d'accroître la proportion de plants 
zygotiques. Ainsi, un choix rigoureux des conditions environnementales (Ikeda 1981), des 
traitements chimiques (Tisserat et Murashige 1977), la culture in vitro d'embryons immatures 
(Juarez, et al. 1976) ou d'ovules (Tatum, et al. 1974) ainsi que des irradiations gamma (10 à 
20 Gray) de boutons floraux un mois avant anthèse (Wenbaum, et al. 1982), permettent 
d'améliorer sensiblement l'obtention de plantes hybrides. De plus, des études in vitro ont 
permis d'identifier des substances, dont certains régulateurs de croissance, qui répriment 
l'embryogenèse nucellaire (Ollitrault 1990b).  
I.2.3.2.5 Discrimination entre plants hybrides et nucellaires 
Du point de vue morphologique, les plants nucellaires présentent, comme les plants 
zygotiques, des caractères de juvénilité marqués (présence d'épines, 1
ère
 induction florale 
tardive) et sont souvent plus vigoureux que les zygotes issus d'autofécondation. De 
nombreuses techniques biochimiques ont été expérimentées pour distinguer précocement les 
plants zygotiques et nucellaires : chromatographie en phase gazeuse (Soost 1965) ou 
chromatographie sur couche mince (Yamamoto, et al. 1995). L'électrophorèse d'isozymes 
s'est avérée performante pour les analyses de routine (Khan et Kender 2007). Aujourd’hui, 
l’utilisation de marqueurs moléculaires de type RFLP, RAPD, SSR …permet de distinguer 
facilement les plants zygotiques, des nucellaires. Les marqueurs les plus performants sont les 
marqueurs co-dominants présentant du polymorphisme entre les parents. L’utilisation de cinq 
marqueurs co-dominants polymorphes permet d’atteindre une probabilité de 96,9% 
d’identification de zygotiques dans une situation d’autofécondation. La probabilité est évaluée 
par l’équation [P=1-(0,5)
n
] où n est le nombre de locus indépendants analysés (Luro 1993). 
I.2.3.3 Aspermie chez les agrumes 
L’aspermie est une caractéristique majeure pour le marché du fruit frais. De nombreux 
programmes d’amélioration sont développés afin de créer de nouveaux cultivars sans pépins. 
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Pour la production de fruits dépourvus de pépins, la parthénocarpie est nécessaire et elle doit 
être associée à de la stérilité ou de l’autoincompatibilité.  
I.2.3.3.1 Aspermie au niveau diploïde 
I.2.3.3.1.1 Stérilité mâle et femelle 
Il existe différents niveaux de stérilité mâle chez les agrumes diploïdes (Iwamasa 1966). Les 
aberrations chromosomiques sont l’un des phénomènes les plus importants, menant à la 
stérilité pollinique. En effet, c’est la cause principale de la stérilité de l’orange Valencia, la 
stérilité pollinique partielle de la lime Mexicaine ou du pamplemoussier Marsh (Iwamasa 
1966; Nesumi, et al. 2001; Raghuvanshi 1962). La stérilité mâle peut aussi être également 
induite par l’apparition d’étamines dégénérées comme chez les Satsuma (Koltunow, et al. 
1998) et par la dégénérescence des cellules mères du pollen (PMC) comme chez l’orange 
Washington navel (Ton et Krezdorn 1967). Chez les Satsuma et leurs hybrides, la stérilité 
mâle serait due à une interaction nucléo-cytoplasmique et elle serait contrôlée par plus de 
deux gènes (Iwamasa 1966; Yamamoto, et al. 1997; Yamamoto, et al. 1992). Cette stérilité 
mâle cytoplasmique (CMS) se manifeste par une absence d'anthères, des anthères vides ou du 
pollen non viable. Elle est largement exploitée dans plusieurs programmes d’amélioration 
d’espèces cultivées (Linke, et al. 2003). La CMS est un caractère généralement hérité de la 
mère, déterminé par des gènes mitochondriaux ou par des interactions nucléo-cytoplasmiques. 
Elle affecte les organes reproducteurs mâles engendrant des disfonctionnements tels que le 
développement anormal de certains organes floraux, l’absence d’étamines et la production de 
pollen non viable (Pelletier et Budar 2007). Ainsi, il a été observé une conversion des 
étamines en une structure carpellaire semblable à celle observée chez les mutants 
d’Arabidopsis thaliana : « Apetala 3 » et « Pistillata » (Bowman, et al. 1989; Bowman, et al. 
1991), et autres espèces (Leino, et al. 2003; Teixeira, et al. 2005).  
Guo et al, (2004) et Cai et al, (2007) ont transféré par hybridation somatique le cytoplasme du 
mandarinier Satsuma dans des variétés fertiles afin de les rendre stériles. Cette stratégie est 
appliquée pour éliminer la production de pépins dans plusieurs cultivars d'agrumes diploïdes 
supérieurs.  
Le degré de stérilité femelle est estimé sur la base du nombre de pépins par fruit issu de 
pollinisation manuelle (Iwamasa 1966; Raghuvanshi 1962). Ce résultat indique que la stérilité 
femelle est directement liée à l’aspermie.  
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Une forme de stérilité femelle héréditaire, ayant comme conséquence l’avortement du zygote, 
serait contrôlée par deux gènes (Soost 1965). Par ailleurs, comme pour la stérilité mâle, des 
altérations chromosomiques (délétion, translocation) pourraient causer une stérilité femelle 
telle que chez l’oranger Valencia et le pomelo Marsh.  
Des outils de biotechnologies tels que la transformation, la mutagenèse induite par irradiation, 
ont permis de développer de nouveaux agrumes aspermes (Froneman, et al. 1996; Koltunow, 
et al. 1998). 
Ainsi, l’irradiation de pépins et de bourgeons a permis la création de cultivars stériles 
aspermes tels que le pomelo « Star Ruby » et le mandarinier « Tango » (Roose et Williams 
2005; Vardi, et al. 1993). 
I.2.3.3.1.2 Autoincompatibilité 
L’autoincompatibilté est un phénomène génétiquement contrôlé qui prévient la formation de 
pépins dans des plants fertiles autopollinisés. En effet, quand ils sont autopollinisés, les 
cultivars parthénocarpiques et autoincompatibles produisent des fruits sans pépins. Ton et 
Krezdorn (1967) n’ont observé aucun tube pollinique dans les ovaires de variétés 
autocompatibles en autofécondation. Chez les agrumes, seuls les pamplemoussiers ainsi que 
quelques mandariniers sont autoincompatibles (Hearn 1969). Ce caractère est très largement 
exploité par les agrumiculteurs qui cultivent en bloc monoclonaux ces variétés. Toutefois, la 
présence d’autres génotypes fertiles dans un environnement proche entraîne la production de 
pépins. Le représentant le plus connu de ces variétés autoincompatibles est le clémentinier. 
Toutefois, certains cultivars autoincompatibles en particulier chez des hybrides de 
mandariniers tels que « Minneola » et « Orlando » peuvent produire quelques pépins résiduels 
(Soost 1969). Ces cultivars faiblement parthénocarpiques ont besoin d’être croisés pour 
produire un bon rendement (Mustard, et al. 1956).  
Le système d’incompatibilité chez les agrumes est de type gamétophytique (Soost 1965; Soost 
1969). Wakana et al. (1998) suggèrent que les loci de l’incompatibilité et de la glutamate 
oxaloacetate transaminase seraient liés chez les agrumes. Ces recherches pourraient être 
utilisées pour la détection précoce de l’autoincompatibilité. 
I.2.3.3.2 Cultivars triploïdes aspermes 
La sélection de cultivars triploïdes est une méthode intéressante pour le développement de 
cultivars d’agrumes aspermes. En effet, la triploïdie est généralement associée à la stérilité 
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mâle et femelle. Un problème d’appariement entre chromosomes a lieu lors de la méiose. La 
synapse (appariement vrai) ne peut se produire qu’entre deux chromosomes homologues. 
Toutefois, un chromosome peut s’apparier sur une partie de sa longueur avec un chromosome 
et sur un autre sur le reste de sa longueur, ce qui donne naissance à un trivalent. Chez les 
triploïdes, la formation de trivalent mais également de bivalent plus un monovalent sont les 
possibilités d’appariements les plus fréquents. Si tous les chromosomes monovalents migrent 
vers le même pôle et parallèlement, les chromosomes bivalents migrent vers l’autre pôle, alors 
les gamètes formés seront respectivement haploïdes et diploïdes. La probabilité est cependant 
très faible. Toutes les autres possibilités aboutiront à la formation de gamètes aneuploïdes. 
Généralement, ce type de gamètes ne donne pas de descendances viables. Cette catégorie de 
gamètes est responsable de la quasi absence de fertilité des triploïdes. La triploïdie est 
également connue pour donner des fruits de calibre plus gros. La plus connue des variétés 
d’agrumes triploïdes est la lime de Tahiti. Ce triploïde naturel produit des fruits de taille 
importante sans pépins, alors que, la lime Mexicaine, diploïde, produit des fruits de petite 
taille à pépins. Différents programmes de création et sélection de triploïdes sont menés dans 
plusieurs pays et de nouveaux cultivars triploïdes ont été crées (Ollitrault, et al. 2008).  
I.2.3.3.3 Mécanismes de formation naturelle des triploïdes et tétraploïdes 
spontanés chez les agrumes  
Chez les agrumes, l’apparition spontanée de triploïdes dans des croisements entre diploïdes 
est relativement fréquente. La présence de triploïdes a été observée pour la première fois par 
Lapin (1937) sur des semis de mandariniers "Mikan". Ces triploïdes sont généralement issus 
des petits pépins présentant des embryons partiellement avortés obtenus chez un parent 
femelle monoembryoné (Ollitrault, et al. 1996) ou des pépins immatures en cas de 
polyembryonie (Stebbins 1958). Les études cytogénétiques réalisées ont mis en évidence une 
relation entre la triploïdie de l’embryon et la pentaploïdie de l’endosperme, démontrant ainsi 
que ces triploïdes spontanés étaient issus de gamètes femelles non réduits (Esen et Soost 
1977). Ce ratio de ploïdie 5/3, entre l’endosperme et l’embryon zygotique, est généralement 
considéré comme étant à l'origine du mauvais développement ultérieur de l’embryon 
conduisant à des petits pépins. De rares formations de triploïdes suite à la fécondation d’un 
ovule haploïde par un pollen diploïde ont été observées (Luro, et al. 2004). 
Deux mécanismes à l’origine des tétraploïdes d’agrumes sont identifiés : 
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Le premier mécanisme est le doublement du stock chromosomique des tissus du nucelle 
aboutissant à la formation de tétraploïdes dans des graines polyembryonées (Cameron et Frost 
1968). Ces tétraploïdes sont homogènes, proches du phénotype maternel et ne présentent 
aucun caractère du parent mâle (Ollitrault et Jacquemond 1994). La majorité des 
autotétraploïdes, utilisés dans les programmes de créations de triploïdes sont d’origine 
nucellaire, issus de cultivars polyembryonés et sont aussi polyembryonés (Ollitrault, et al. 
2008).  
Le second mécanisme est la formation de gamètes non réduits, appelés également 2n gamètes. 
Ces gamètes sont responsables de la formation de triploïdes spontanés dans les croisements 2x 
X 2x (Ollitrault, et al. 1996). Ces triploïdes sont généralement issus des petits pépins ou 
pépins anormaux obtenus lors de ce genre de croisements (Esen et Soost 1971).  
Grâce à l’utilisation de marqueurs moléculaires, il a été établi que la majorité des plants 
triploïdes issus dans les croisements de type 2x X 2x sont formés suite à un phénomène de 
digynie, c’est-à-dire résultant de la fusion d'un ovule diploïde avec un pollen normal 
(haploïde) (Esen, et al. 1979; Luro, et al. 2004). De rares cas de triploïdie par diandrie ont été 
observés (Luro, et al. 2004).  
Les ovules diploïdes sont formés suite à un déroulement anormal de la méiose entraînant une 
restitution en première division de méiose (appelée communément FDR (First Division 
Restitution)) ou une restitution en deuxième division de méiose (appelé communément SDR 
(Second Division Restitution)) (Figure 8). Chez le clémentinier et le mandarinier "Fortune", la 
restitution de l’hétérozygotie maternelle observée pour l’ensemble des loci est de type SDR 
(Cuenca, et al. soumis; Luro, et al. 2004). En revanche, chez l’oranger, la formation des 
ovules diploïdes a été décrite comme étant de type FDR (Chen, et al. 2008).  
Cameron et Soost (1969) et Esen et Soost (1972) ont observé dans des croisements 2x X 4x 
des triploïdes mais aussi des individus tétraploïdes. Ces derniers seraient issus de la 
fécondation d’un gamète femelle non réduit par un pollen de tétraploïde. 
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Figure 8: Schéma de déroulement de la FDR, la SDR et de la méiose normale dans une cellule mère, Cai et 
Xu (2007) 
I.3 STRATEGIE D’AMELIORATION DES PETITS AGRUMES : LA 
VOIE TRIPLOÏDE 
I.3.1 Intérêt des cultivars triploïdes 
La création d’hybrides triploïdes est une autre voie permettant d’induire de la stérilité tout en 
créant de la variabilité phénotypique. En effet, le premier critère de qualité retenu est la 
recherche de l’aspermie des fruits. La voie choisie est la création de cultivars triploïdes en se 
basant sur la parthénocarpie des agrumes. Ces cultivars triploïdes ont ainsi un grand potentiel 
commercial. Cependant la fréquence de formation de triploïdes naturels chez les agrumes 
reste faible. Ces triploïdes peuvent être issus de manière spontanée lors de croisements entre 
diploïdes ou alors provoqués lors de croisements interploidaux entre diploïdes et tétraploïdes. 
Introduction bibliographique 
26 
I.3.2 Obtention de tétraploïdes pour les croisements interploïdaux 2x X 4x et 4x X 
2x 
I.3.2.1 Polyploïdes issus de biotechnologies 
I.3.2.1.1 Colchicine 
La technique la plus ancienne pour l’obtention de tétraploïdes est l’application de colchicine. 
Barett (1974) et Tachikawa (1971) ont obtenu des plants chimériques suite à un traitement à la 
colchicine de bourgeons sur une vingtaine de clones de Citrus, d’hybrides et un clone de 
Fortunella. Afin d’éviter le développement de chimères, plusieurs auteurs ont combiné des 
techniques de culture in vitro et les traitements à la colchicine. Ainsi, Gmitter et al. (1991; 
1990) ont obtenu des plants tétraploïdes non chimériques par culture d’embryons traités à la 
colchicine pour les orangers Hamlin et Ridge Pineapple ainsi que par culture de cals 
embryogènes issus de culture d’ovules non développés traités à la colchicine pour l’oranger 
Valencia et de tangelo Orlando. 
Les variétés monoembryonées d’agrumes ne présentent pas naturellement de tétraploïdes 
spontanés. Chez ces variétés, le traitement à l’aide d’un agent mitoclasique sur bourgeon est 
la seule technique permettant d’obtenir un autotétraploïde. Juarez et al. (2004) ont obtenu des 
clémentines tétraploïdes par traitement de branches à la colchicine. Wakana et al. (2005) ont 
obtenu des branches tétraploïdes par surgreffage de pousses de plusieurs variétés acides 
d’agrumes dont les bourgeons ont été traités à la colchicine. Les tétraploïdes issus de 
bourgeons ne présentent pas de phase de juvénilité contrairement aux autotétraploïdes issus de 
semis polyembryonés ce qui est un avantage en amélioration des agrumes. Une nouvelle 
méthodologie, basée sur le greffage in vitro d’apex combinée à un traitement de la micro-
greffe à la colchicine et l’oryzaline a été mise en place (Aleza, et al. 2009). L’oryzaline est 
utilisée pour initier le dédoublement chromosomique et la déchimèrisation est assistée par 
cytomètrie en flux. Plusieurs tétraploïdes de clémentiniers et mandariniers ont été obtenus via 
cette méthode. 
I.3.2.1.2 Hybridation somatique 
Durant les 20 dernières années, de nombreux hybrides somatiques d’agrumes ont été créés par 
fusion de protoplastes. Depuis les premiers résultats obtenus par (Ohgawara, et al. 1991), 
l’hybridation somatique est devenue une composante importante dans les programmes 
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d’amélioration d’agrumes (Grosser et Chandler 2000; Grosser, et al. 2000). C’est un puissant 
outil de biotechnologie permettant la création de nombreux allotétraploïdes mais également de 
nouvelles combinaisons nucléo-cytoplasmiques, de cybrides diploïdes et d’hybrides 
asymétriques aneuploïdes. L’élargissement des ressources génétiques tétraploïdes est 
particulièrement intéressant pour la création de triploïdes. L’hybridation somatique rend 
possible la combinaison des gènes intéressants tout en contournant les problèmes 
d’incompatibilité, la stérilité gamétique et l’apomixie. 
L’hybridation somatique consiste à fusionner deux cellules non reproductrices dépourvues de 
leurs parois pectocellulosiques après une digestion enzymatique et issues de deux parents 
génétiquement différents (Figure 9). Elle n’est possible que si les protoplastes d’au moins un 
parent sont totipotents et que les protoplastes sont obtenus en grande quantité (Bhojwani et 
Razdan 1996).  
Chez les Citrus, la capacité de régénération d’une plante entière n’est conférée que par les 
protoplastes issus de cals embryogènes. En effet, dans les conditions de culture utilisées, les 
protoplastes issus de mésophylle foliaire de Citrus ne présentent pas d’aptitude à la 
régénération. La constitution de collection de cals embryogènes est donc un préalable à la 
mise en œuvre du programme d’hybridation somatique (Ollitrault et De Rocca Serra 1992). 
La stratégie alors utilisée, est de réaliser des hybridations somatiques entre des protoplastes 
issus de cals embryogènes et des protoplastes issus de feuilles. La totipotence est transmise au 
produit de fusion.  
De nombreux programmes d’amélioration des agrumes utilisant l’hybridation somatique sont 
développés à travers le monde  en particulier aux Etats-Unis, au Brésil, au Japon, en Chine, en 
Espagne, en Italie et en France (Grosser et Chandler 2000; Grosser, et al. 2000). De nos jours, 
plusieurs centaines d’hybrides somatiques allotétraploïdes d’agrumes sont publiés.  
Trois techniques de fusion de protoplastes ont été développées, une chimique, une électrique 
et une mixte electro-chimique. Plusieurs produits peuvent être issus de ces fusions. 
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Figure 9: Produits de la fusion de protoplastes d’après Ollitrault et al. (2000) 
 
I.3.2.1.2.1 Hybrides somatiques allotétraploïdes 
Au niveau du génome cytoplasmique, ils contiennent soit les organites d’un des parents, soit 
différentes combinaisons des organites parentaux allant jusqu’à la présence de 
recombinaisons dans les mitochondries (Figure 9). La création d’hybrides somatiques 
allotétraploïdes a été développée pour la création de porte-greffe combinant différents gènes 
de résistances ainsi que pour augmenter le pool de géniteurs tétraploïdes, utilisables en 
amélioration variétale. En effet, face aux contraintes biotiques (Deng, et al. 1995) et 
abiotiques de plus en plus défavorables aux porte-greffe existants, de nouvelles voies de 
création de porte-greffe ont été étudiées. Les caractères de tolérance à ces différents stress 
sont présents chez les espèces du genre Citrus et des genres apparentés. La biologie de la 
reproduction des agrumes et la forte hétérozygotie de la plupart des cultivars et porte-greffe 
rendent difficile l’introgression de ces caractères. En revanche, l'hybridation somatique 
permet le cumul des caractères dominants de tolérance aux stress et des caractères de 
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résistance aux pathogènes tels que la Tristeza et le Phytophthora au sein d’un même génotype 
(Ollitrault, et al. 2000c).  
La création d’hybrides somatiques allotétraploïdes a également permis d’élargir le pool des 
géniteurs tétraploïdes utilisés pour l’obtention de triploïdes aspermes dans les croisements 
entre variétés diploïdes et tétraploïdes (Ollitrault, et al. 2000). Plusieurs dizaines de 
combinaisons d’hybrides allotétraploïdes ont été obtenus (Grosser, et al. 2000). Les premières 
floraisons de certains d’entre eux ont permis d’aborder la seconde phase de cette stratégie en 
pollinisant des variétés diploïdes afin de générer des populations triploïdes.  
Au-delà de l'élargissement du pool tétraploïde du complexe d'espèce, les hybrides obtenus 
représentent un outil original pour l'analyse des règles de l’hérédité des caractères 
phénotypiques chez les agrumes. 
I.3.2.1.2.2 Cybrides 
La création de cybrides consiste en l'obtention d'hybrides somatiques diploïdes associant le 
noyau d’un parent avec le génome cytoplasmique d’un autre parent, ou alors un génome 
cytoplasmique issu de la combinaison des organites des deux parents (Figure 9). 
La création de cybrides a pour objectif principal de profiter des caractères d’intérêt 
agronomique liés à certains génomes cytoplasmiques, comme la stérilité mâle et certaines 
tolérances déterminées au niveau cytoplasmique (Barsby, et al. 1987; Pelletier, et al. 1982; 
Thomzik et Hain 1988; Varotto, et al. 2001). De plus, ces cybrides constituent des modèles 
originaux pour étudier le rôle du cytoplasme et de l’interaction nucléo-cytoplasmique sur le 
phénotype et les tolérances aux stress biotiques et abiotiques (Bassene, et al. 2008). 
I.3.2.1.2.3 Hybrides aneuploïdes 
Les aneuploïdes contiennent le génome nucléaire d’un des parents avec quelques 
chromosomes ou fragments d’ADN issus du second parent (Figure 9). Au niveau 
cytoplasmique, ils contiennent soit les organites d’un des parents, soit une combinaison des 
génomes cytoplasmiques parentaux. Chez les agrumes, l’hybridation asymétrique a été testée 
récemment avec succès (Bona, et al. 2009; Liu et Deng 2002; Xu, et al. 2007). 
I.3.3 Stratégies pour la création de triploïdes aspermes 
La sélection de lignées triploïdes est une des meilleures stratégies pour développer des 
cultivars aspermes. En effet, la triploïdie est généralement associée à la stérilité mâle et 
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femelle. Plusieurs méthodes dans différents pays (Froelicher, et al. 2005; Grosser, et al. 2000; 
Navarro, et al. 2004; Ollitrault, et al. 1998; Wu, et al. 2005) sont développées pour la création 
de cultivars d’agrumes triploïdes.  
I.3.3.1 Sélection de triploïdes spontanés lors des croisements entre diploïdes 
L’avènement du sauvetage d’embryons par culture in vitro et de la cytométrie en flux ont 
permis d’amplifier et d’accélérer la sélection de triploïdes, permettant ainsi leur intégration au 
sein de différents programmes de recherche. Le taux de triploïdes par génotype a été évalué 
dans les descendances, faisant ressortir un fort effet génotypique. Les mandariniers 
« Fortune » et « Wilking » peuvent donner de 10 à 30% de triploïdes dans leur semis tandis 
que les pamplemoussiers et le clémentinier ne donnent que très peu de triploïdes. De 
nombreux hybrides de mandariniers, tangors (mandarinier X orange) et tangelos (mandarinier 
X pomelo) triploïdes sont obtenus après des hybridations contrôlées (Aleza, et al. 2010; 
Navarro, et al. 2003).  
I.3.3.2 Croisements entre diploïdes et autotétraploïdes 
Des croisements entre diploïdes et autotétraploïdes ont été réalisés dans les 2 sens dans le but 
d’obtenir des hybrides triploïdes (Esen, et al. 1978; Oiyama, et al. 1982; Starrantino et 
Recupero 1981). Les croisements 4x X 2x se sont révélés être les plus avantageux en terme de 
taux d’embryons triploïdes obtenus (Soost et Cameron 1982). Cependant, la majorité des 
tétraploïdes disponibles sont polyembryonés (Ollitrault, et al. 2008), limitant fortement ce 
sens de croisement. Ainsi, les croisements les plus exploités sont ceux entre fleurs de 
diploïdes monoembryonés et pollen de tétraploïdes.  
Des hybrides tétraploïdes ont été observés, en plus de triploïdes, lors de croisements 2x X 4x 
(Oiyama, et al. 1982). Ces tétraploïdes sont généralement corrélés avec une taille de pépin 
normale. 
I.3.3.3 Croisements entre diploïdes et hybrides somatiques tétraploïdes 
L’hybridation somatique permet de diversifier et d’enrichir le pool de tétraploïdes disponibles 
pour des croisements avec des diploïdes. Ainsi, plusieurs hybrides somatiques tétraploïdes 
intergénériques et interspécifiques ont été créés (Grosser et Chandler 2004; Grosser, et al. 
2000; Ollitrault, et al. 2007; Wu, et al. 2005), afin de les utiliser dans les programmes de 
création de triploïdes. Des taux de fertilité pollinique relativement élevés sont observés chez 
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plusieurs hybrides somatiques tétraploïdes (Deng, et al. 1995). Parmi ces derniers, certains 
fleurissent de manière précoce par rapport aux autotétraploïdes. Oiyama (1991) a été le 
premier à réaliser un croisement entre la clémentine et l’hybride somatique d’oranger Trovita 
et Poncirus trifoliata. Les embryons issus de pépins avortés, après sauvetage in vitro, ont 
produit une majorité de plants triploïdes et quelques tétraploïdes. En Floride, des centaines de 
triploïdes issus de ces croisements sont en phase d’évaluation au champ (Grosser, et al. 2000). 
I.3.3.4 Hybridation somatique entre des protoplastes diploïdes et haploïdes 
Comme l’hybridation somatique entre protoplastes diploïdes, l’hybridation somatique entre 
protoplastes diploïdes et haploïdes consiste à additionner un génome haploïde à un génome 
diploïde pour générer des triploïdes. Cette méthode est limitée par le nombre restreint 
d’haploïdes. Toutefois, deux lignées haploïdes issues du clémentinier ont été additionnées 
avec succès à une dizaine de génotypes diploïdes cultivés (Ollitrault et al, 2007). 
I.4 POLYPLOÏDIE CHEZ LES PLANTES SUPERIEURES 
I.4.1 Généralités 
La polyploïdie est considérée comme une composante majeure dans l’évolution des plantes 
(Schultz 1980; Soltis et Soltis 1995). Entre 47% et 70% des espèces d'angiospermes auraient 
subi un ou plusieurs épisodes de polyploïdie (Soltis, et al. 2009). La polyploïdie est assez 
courante dans certaines familles comme les Rubiaceae, Asteraceae, Iridaceae, Gramineae. 
Elle est rare dans d'autres familles telles que les Caesalpinaceae, Passifloraceae et Fagaceae. 
Elle est définie comme la possession de trois chromosomes par lots ou plus. L’utilisation du 
terme "polyploïdes" est rendue plus compliquée par les recherches récentes indiquant que la 
plupart des organismes ont été polyploïdes à un moment dans leur histoire évolutive (Ramsey 
et Schemske 2002). 
I.4.2 Origine et maintien des polyploïdes 
Différents événements peuvent être à l’origine des polyploïdes, allant du dédoublement 
somatique du stock chromosomique lors de la mitose à la non réduction gamétique lors de la 
méiose en passant par la polyspermie (fécondation de l’œuf par deux noyaux mâles).  
La première voie d’obtention de polyploïdes est le dédoublement somatique. C’est une 
réplication de l’ADN sans cytocinèse aux stades zygotique, embryonnaire ou méristèmatique 
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du cycle de vie d’une plante, qui aboutit à la production de tissus polyploïdes et, 
éventuellement, à une progéniture polyploïde (Rieseberg et Willis 2007). Le dédoublement 
chromosomique peut se produire soit dans le zygote donnant un individu polyploïde, soit de 
manière locale dans certains méristèmes apicaux donnant des chimères polyploïdes.  
La formation de gamètes (2n) a été observée chez plusieurs espèces végétales. Elle est 
considérée comme un mécanisme important dans la formation des polyploïdes (Leitch et 
Leitch 2008). Ce phénomène est dû à la non réduction gamétique ou la restitution méiotique 
nucléaire lors de la micro ou de la mégasporogénèse entraînant la formation de gamètes 2n. 
L’exemple classique de production directe de tétraploïdes par cette voie est celui de 
Rhaphanobrassica, issu d’une étape de fusion de deux gamètes non réduits (Grant 1981; 
Lewis 1980 a; Stebbins 1950). La production de gamètes non réduits est aussi connue comme 
étant assez courante chez les Solanum (Hieter et Griffiths 1999). L’étude des gamètes non 
réduits chez les plantes est, dorénavant, facilitée par l’utilisation de techniques telles que la 
cytométrie en flux ou les marqueurs moléculaires. 
Enfin, les polyploïdes peuvent être issus de la polyspermie. La polyspermie consiste en la 
fécondation d’un gamète femelle par plus d’un gamète mâle. Elle est observée chez de 
nombreuses plantes. Cependant, sa contribution en tant que mécanisme pour la formation de 
polyploïdes est rare, sauf chez quelques orchidées (Vamosi et Dickinson 2006). 
Divers facteurs favorisent la polyploïdie chez les plantes tels que le mode de reproduction, le 
type de fertilisation, le milieu de croissance ou la taille des chromosomes (Ramsey et 
Schemske 2002). Le taux de plantes polyploïdes est corrélé positivement avec une altitude et 
latitude élevées (Otto et Whitton 2000). Les polyploïdes se sont adaptés aux climats froids et 
aux changements ayant eu lieu à l’époque Pléistocène (Grant 1981). D’autres facteurs 
écologiques ont également une incidence sur la répartition des polyploïdes. En effet, les 
polyploïdes sont plus fréquemment distribués dans des sols humides et des prairies, par 
opposition à des habitats plus stables avec des sols plus secs (Grant 1981). Enfin, un mode de 
croissance durable favorise la polyploïdisation, par rapport à un mode de croissance annuel 
qui, au contraire, la défavoriserait (Clausen, et al. 1945). 
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I.4.3 Biologie de la reproduction et ségrégation chez les polyploïdes 
I.4.3.1 Classification des polyploïdes 
Il existe deux types principaux de polyploïdes. Les autopolyploïdes qui proviennent de la 
réunion de lots chromosomiques de la même espèce, tandis que l’allopolyploïdie provient de 
la réunion de plusieurs génomes différents (Soltis, et al. 2004; Soltis et Soltis 2000).  
Les autopolyploïdes sont généralement caractérisés par la formation de multivalents pendant 
la méiose, par des ratios de ségrégation tétrasomiques, par un ralentissement de 
développement et par une fertilité réduite. Quant aux allopolyploïdes, ils possèdent 
généralement un comportement similaire à celui des diploïdes. Les multivalents ainsi que les 
ratios de ségrégation tétrasomiques sont très rarement observés.  
Grant (1981) a noté qu’autopolyploïdes et allopolyploïdes sont les situations extrêmes d’une 
série « graduée » et que les principaux critères pour les distinguer sont le comportement 
chromosomique, la fertilité, les ratios de ségrégation et la morphologie.   
I.4.3.2 Comportement méiotique 
I.4.3.2.1 Chez les polyploïdes naturels 
Chez les diploïdes, les chromosomes capables de s’apparier normalement lors de la méiose 
sont nommés « homologues ». Ainsi, les autopolyploïdes possèdent quatre chromosomes 
homologues pendant que les allopolyploïdes possèdent des chromosomes différents 
généralement issus de croisements interspécifiques. Ces chromosomes diffèrent, dans une 
certaine mesure, par la séquence d'ADN (différences alléliques causées par des substitutions 
de nucléotides), la structure et l'ordre des gènes (des réarrangements chromosomiques), et / ou 
leur nombre total (Ramsey et Schemske 2002). 
La méiose comporte trois processus séquentiels : l’appariement, la recombinaison et enfin, la 
distribution chromosomiques (Singh 2003). L’appariement chromosomique a lieu pendant la 
prophase I. Chez les polyploïdes l’appariement chromosomique, entre chromosomes 
homologues ou homéologues, est déterminé lors de la synapsis. Il permet ainsi de déterminer 
les tendances de recombinaisons génétiques et la distribution des chromosomes à l’anaphase. 
En effet, l’appariement chromosomique favorise des échanges de segments de chromatides 
menant ainsi à une recombinaison génétique pendant la métaphase I. Enfin, les chromosomes 
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appariés se séparent en direction de deux pôles opposés des cellules mères lors de l’anaphase 
I. 
La présence exclusive de chromosomes homologues chez les autopolyploïdes ainsi que d’au 
moins deux sets de chromosomes homéologues chez les allopolyploïdes, entraîne un 
déroulement différent de la méiose, et ainsi de la ségrégation, chez ces deux types de 
polyploïdes (Ramsey et Schemske 2002; Soltis et Riesberg 1986). Chez les autopolyploïdes, 
les sets de chromosomes homologues s’apparient de manière aléatoire durant la prophase et 
forment des bivalents, trivalents, quadrivalents lors de la métaphase. A l’inverse, la méiose 
des allopolyploïdes se caractérise généralement par des appariements non aléatoires et la 
formation de bivalents entre chromosomes homologues. Ce comportement méiotique des 
allopolyploïdes est attribué à la divergence entre chromosomes homéologues qui peut exister 
ou s’accentuer à la formation des polyploïdes (Le Comber, et al. 2010). Ramsey et Schemske 
(2002) ont noté une fréquence de formation de multivalents (trivalents et quadrivalents) plus 
élevée chez les autopolyploïdes que chez les allopolyploïdes. Ce résultat supporte l’hypothèse 
de comportement chromosomique différent chez les auto et allopolyploïdes. Par ailleurs, la 
fréquence de formation de multivalents n’est pas suffisante pour établir la nature d’un 
polyploïde. En effet, la fréquence de formation de tétravalents est faible chez des lignées 
pures tétraploïdes de Aegilops longissima (Avivi 1976) et d’ Arabidopsis thaliana (Santos, et 
al. 2003). 
I.4.3.2.2 Chez les hybrides somatiques 
L’hybridation somatique permet de combiner des génomes différents. Cette addition conduit 
généralement à un appariement chromosomique et une formation de gamètes irréguliers 
(Binsfeld, et al. 2001). Ces irrégularités méiotiques se manifestent d’autant plus que la 
distance génétique entre les parents de l’hybride somatique est grande. La méiose chez les 
hybrides somatiques se caractérise généralement par un faible appariement chromosomique 
entre chromosomes homéologues qui se traduit par la formation de structures de type 
bivalents (Chopra, et al. 1996). La formation de multivalents chez les hybrides somatiques, 
peut être indicative d’homologie intergénomique (Binsfeld, et al. 2001). Ces formations 
peuvent ainsi faciliter l’introgression de gènes de Helianthus maximiliani à Helianthus annuus 
(Binsfeld et Schnabl 2002) comme reporté pour des hybrides somatiques entre Brassica + 
Sinapis (Gaikwad, et al. 1996) et des espèces de Nicotina (Yemets, et al. 2000).  
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En plus de ces formations, l’élimination spontanée de chromosomes chez les hybrides 
somatiques est un phénomène commun, spécialement lorsque les parents appartiennent à des 
espèces relativement éloignées (Binsfeld, et al. 2001). 
Cette large gamme d’affinités entre les chromosomes (formation de bivalents chez des 
autopolyploïdes et de multivalents chez des allopolyploïdes) contredit quelque peu la vision 
de classification des polyploïdes en allopolyploïdes à appariement préférentiel entre 
chromosomes homologues en bivalents et autopolyploïdes avec des chromosomes 
homologues ayant des chances égales de s’apparier à la méiose (Jannoo, et al. 2004). Ces 
configurations sont deux cas extrêmes de polyploïdes (Wu, et al. 2001). Plusieurs modèles 
intermédiaires affichant une combinaison des comportements des allo et autopolyploïdes ont 
été proposés pour plusieurs espèces polyploïdes (Allendorf et Danzmann 1997; Fjellstrom, et 
al. 2001; Jackson et Jackson 1996; Stift, et al. 2008).  
I.4.3.3 Fertilité 
I.4.3.3.1 Chez les polyploïdes naturels 
Certains polyploïdes peuvent présenter une fertilité plus faible que leurs parents diploïdes 
(Ramsey et Schemske 2002). C’est le cas de certains néopolyploïdes dont la fertilité  est 
estimée à 20% au niveau pollinique et de moitié au niveau femelle. La production de gamètes 
est un processus complexe qui se compose de deux étapes essentielles : la méiose et les 
événements post méiotiques. Le stade tétrade est le point de transition ou la méiose s’achève 
et la production de gamète débute. La formation de tétrades anormales suite à des 
disfonctionnements méiotiques (ségrégation chromosomique irrégulière, formation anormale 
du fuseau ou cytocinèse anormale) est la principale cause de la réduction de la fertilité chez 
les polyploïdes (Risso-Pascotto, et al. 2005; Risso-Pascotto, et al. 2004). Ainsi, les 
autopolyploïdes sont connus pour être moins fertiles que les allopolyploïdes (Briggs et 
Walters 1997). Cette différence s’explique par les fréquences de formation d’univalents et de 
multivalents, relativement élevées chez les autopolyploïdes. La réduction de la fertilité peut 
aussi avoir une origine épigénétique (Rieseberg 2001).  
I.4.3.3.2 Chez les hybrides somatiques 
La fertilité des hybrides somatiques dépend du comportement chromosomique adopté pendant 
la méiose. Ainsi l’hybridation somatique pourrait être à l’origine d’une restauration ou d’une 
induction de la fertilité. En effet, des hybrides somatiques très fertiles ont été obtenus par 
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fusion électrique de Solanum melongena avec Solanum aethiopicum (Daunay, et al. 1993; 
Isshiki et Taura 2003). Leur évaluation au champ a révélé qu’ils avaient une meilleure fertilité 
pollinique que leurs équivalents diploïdes sexués (30-85% contre 20-50%). 
L’hybridation somatique peut être aussi responsable de la diminution de la fertilité. Un 
déroulement anormal de la méiose dû à l’apparition de chromosomes retards et ainsi de 
micropollen est responsable de la formation de gamètes non viables chez un hybride 
somatique entre Brassica rapa et Isatis indigotica (Tu, et al. 2008).  
I.4.3.4 Ségrégation allélique  
I.4.3.4.1 Modèles de ségrégation 
Généralement, en fonction de leurs origines, les polyploïdes se divisent en allopolyploïdes et 
autopolyploïdes. Ces derniers se différencient par leur mode de ségrégation allélique 
(Chenuil, et al. 1999) (Figure 10).  
Chez un autotétraploïde, chaque chromosome s’apparie aléatoirement avec un de ses 
homologues, formant ainsi des bivalents ou tétravalents pendant la méiose. Cette 
configuration mène à une ségrégation tétrasomique où toutes les combinaisons alléliques sont 
produites en proportions égales (Stift, et al. 2008). Cette distribution est généralement 
indicative d’autotétraploïdie (Soltis et Soltis 1993). 
Chez les allotétraploïdes, deux lots de chromosomes homéologues se distinguent, constitués 
chacun de chromosomes homologues. Si chaque chromosome s’apparie exclusivement avec 
son homologue, une ségrégation disomique a lieu. Cette dernière est généralement indicative 
d’allotétraploïdie (Ramsey et Schemske 2002; Soltis et Soltis 1993). 
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Figure 10: Les différents modes de ségrégation allélique chez un tétraploïde 
 
Considérons un tétraploïde ou chaque chromosome est marqué par un allèle différent 
« ABCD ». En cas de ségrégation tétrasomique, en absence de double réduction, les gamètes 
génotypés AB, AC, AD, CD, BD et BC sont produits à fréquences égales (1/6) (Stift, et al. 
2008). La fréquence maximale de double réduction (α) est de 1/6 et ne peut être atteinte que si 
des tétravalents sont formés lors de la méiose. Sous ce scénario, les précédents gamètes seront 
produits à fréquence égale de 1/6 – α/6 et des gamètes de double réductions (AA, BB, CC et 
DD) sont produits à une fréquence de α/4. 
En cas de ségrégation disomique, considérons les allèles A et B ainsi que C et D marquant des 
chromosomes homologues. A et B ou C et D ne se retrouveront en aucun cas au sein d’un 
même gamète. Sous un appariement AB/CD, les gamètes (AC, AD, BC et BD) seront 
produits à proportion égale (1/4) et aucune double réduction n’est possible.  
Chez les autotétraploïdes, les quatre chromosomes homologues peuvent s’apparier de manière 
préférentielle (Ramsey et Schemske 2002; Soltis et Soltis 1993; Wolfe 2001). L’appariement 
peut, aussi, ne pas être préférentiel chez les allotétraploïdes (Sybenga 1996) donnant lieu à 
des recombinaisons entre chromosomes homéologues (Udall, et al. 2005). Une transition de 
ségrégation nécessite généralement plusieurs générations où la ségrégation n’est ni disomique 
ni tétrasomique mais intermédiaire. Une ségrégation intermédiaire peut avoir lieu chez des 
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hybrides interspécifiques fertiles, si les parents possèdent un degré d’homologie 
chromosomique (Stift, et al. 2008). 
Dans les études de ségrégation, seules les hypothèses de disomie ou de tétrasomie ont 
longtemps été considérées, négligeant ainsi les hypothèses de ségrégation intermédiaire. Le 
développement des techniques de marquage moléculaire a facilité la caractérisation des 
polyploïdes. Soltis & Soltis (1993) répertorient 30 espèces allotétraploïdes et 14 espèces 
autotétraploïdes caractérisées à l’aide des marqueurs isoenzymatiques. L’utilisation des 
marqueurs microsatellites pour caractériser la ségrégation allélique de polyploïdes est 
relativement récente. Buteler et al. (1999) ont démontré une ségrégation polysomique chez les 
tétraploïdes et les hexaploïdes de Ipomea batatas. Froelicher et al. (2000) ont montré une 
ségrégation disomique chez Clausena excavata, espèce appartenant à la même sous-famille 
que les agrumes. Toutefois, plusieurs études ont suggéré une hypothèse de ségrégations 
intermédiaires comme explication à des résultats s’éloignant de la disomie et la tétrasomie 
mais ont manqué de méthode pour l’évaluer statistiquement (Allendorf et Danzmann 1997; 
Danzmann et Bogart 1982; Danzmann et Bogart 1983; Hickok 1978a; Hickok 1978b; 
Marsden, et al. 1987). Stift et al. (2008) sont les premiers à proposer une approche qui prend 
en charge les hypothèses de ségrégations intermédiaires, disomique, tétrasomique et la double 
réduction. 
I.4.3.4.2 Ségrégation chez les hybrides somatiques 
L’un des premiers objectifs du développement de l’hybridation somatique est de contourner 
les barrières d’incompatibilité. En effet, cette technique permet l’exploitation large des pools 
géniques sexuellement incompatibles. Les hybrides obtenus sont généralement considérés 
comme hybrides somatiques allopolyploïdes. Ainsi, ces derniers sont supposés avoir une 
ségrégation de type disomique (Chenuil, et al. 1999). Cependant plusieurs hybrides 
somatiques affichent une ségrégation non disomique (Barone, et al. 2002; Bousalem, et al. 
2006; Toppino, et al. 2008). En effet, une ségrégation polysomique peut être observée chez un 
allopolyploïde (naturel ou issu d’hybridation somatique) si ses parents sont relativement 
proches (homologie génétique) mais suffisamment différents pour acquérir un statut d’espèce 
et particulièrement dans les systèmes sexuellement compatibles (Pairon et Jacquemart 2005; 
Ramsey et Schemske 2002; Stift, et al. 2008). 
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I.4.3.4.3 Transmission de l’hétérozygotie 
Les hybrides somatiques sont généralement très hétérozygotes puisqu’ils sont issus de 
l’addition de 2 parents différents, chacun des parents pouvant être lui-même hétérozygote. Ils 
peuvent porter 4 allèles différents pour un même locus. Ainsi leurs gamètes diploïdes sont 
également très hétérozygotes, que ce soit dans le cadre d’une méiose de type tétrasomique ou 
disomique. Si au niveau interspécifique, la différenciation chromosomique est importante 
entre les deux parents de l’hybride somatique, cela conduit à une ségrégation disomique. Dans 
ce cas pour un hybride somatique ABCD, les gamètes diploïdes transmettent essentiellement 
l’hétérozygotie interspécifique (AC, AD, BC ou BD). Dans les autres cas, les gamètes 
diploïdes hétérozygotes transmettent aussi bien l’hétérozygotie intra-parentale (AB ou CD) 
que l’hétérozygotie inter-parentale (AC, AD, BC ou BD).  
La formation de tétravalents entraîne donc une grande diversité inter gamétique. Un individu 
tétraploïde peut posséder jusqu’à quatre allèles pour un même locus. Au niveau des 
populations, l’allotétraploïde assure une transmission complète de l’hétérozygotie 
interspécifique (dans le cadre de méiose de type disomique) alors que chez un diploïde la 
fixation génétique progresse à chaque génération au sein de population de taille limitée. Cette 
stabilité de l’hétérozygotie pourrait être l’un des éléments clefs de l’adaptation des 
polyploïdes dans des conditions extrêmes. Ces dernières entraînent en effet des réductions 
fréquentes de la taille efficace des populations généralement morcelées, ce qui est associé à 
une consanguinité élevée chez les diploïdes. Il est ainsi remarquable que près de 75 % des 
taxons spécifiques de l’arctique soient des polyploïdes (Brochmann, et al. 2004).  
I.4.4 Polyploïdes et expression génotypique et phénotypique 
La polyploïdie a joué un rôle important dans l’évolution des génomes des plantes supérieures 
(Soltis et Soltis 1993; Soltis, et al. 2004). Effectivement, plusieurs études réalisées sur une 
multitude d’espèces polyploïdes rapportent des changements génétiques et épigénétiques 
importants chez plusieurs espèces suite à une polyploïdisation (Chen 2007; Gaeta, et al. 2007; 
Wang, et al. 2004). De plus, la polyploïdisation permet l’apparition de phénotypes 
intermédiaires aux parents mais aussi de phénotypes tout à fait nouveaux suggérant une 
expression non additive des gènes. Les techniques moléculaires de plus en plus appropriées 
(analyses microarray, méthylationsensitive AFLP (MSAP), cDNA-SSCP, RLGSM…) 
permettent de pointer les mécanismes intervenant dans l’expression génomique et 
phénotypique chez les polyploïdes. Plusieurs études ont souligné l’existence d’une expression 
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modulée des loci dupliqués chez les polyploïdes (Adams, et al. 2003; Comai 2000; Shaked, et 
al. 2001). Ces changements d’expression génétique peuvent impliquer différents mécanismes, 
incluant les modifications d’expression liées au dosage allélique, l’altération des réseaux de 
régulation de l’expression génétique ou des changements structurels génétiques et 
épigénétiques (Osborn, et al. 2003; Riddle et Birchler 2003).  
I.4.4.1 Polyploïdisation et modifications génétiques 
Les modifications de l’expression génétique peuvent avoir un impact profond sur l’aptitude 
des plantes quand elles aboutissent à l’apparition de nouveaux phénotypes. Des modifications 
génétiques, telles que des réarrangements chromosomiques ou des éliminations de séquences 
génomiques, peuvent apparaître suite à la polyploïdisation (Feldman, et al. 1997; Shaked, et 
al. 2001; Tate, et al. 2006). Les techniques de marquage chromosomique (GISH, FISH) ont 
permis d’observer d’importants réarrangements chromosomiques chez des allopolyploïdes de 
Nicotina tabacum et Avena maroccana (Leitch et Bennett 1997; Soltis et Soltis 1999; Wendel 
2000). Ces réarrangements chromosomiques ne sont pas observés chez l’ensemble des 
polyploïdes. En effet, certains polyploïdes, notamment le coton, n’en subissent aucun 
(Hegarty et Hiscock 2008; Liu, et al. 2001). 
I.4.4.2 Polyploïdisation et modifications épigénétiques  
Des niveaux d’expression inégaux et ont été observés chez les polyploïdes. Effectivement, des 
analyses ADNc AFLP chez des allopolyploïdes de Tragopogon ont révélé l’extinction de 5% 
et une modification de l’expression de 4% des gènes examinés en comparaison avec leurs 
parents diploïdes (Soltis, et al. 2004). Des variations de périodes de floraison, liées à des 
modifications des niveaux d’expression génique, ont aussi été observées chez des 
allopolyploïdes de Brassica napus (Pires, et al. 2004). Chez plusieurs tétraploïdes 
d’Arabidopsis, l’extinction de gènes (Gene silencing) est responsable des diverses variations 
phénotypiques et de l’instabilité qui y ont été observées (Comai 2000). Ces variations se sont 
également révélées être liées à des modifications des taux de méthylation de l’ADN (Wang, et 
al. 2004). Ces modifications épigénétiques (méthylation des cytosines, acétylation des 
histones…) sont aussi responsables des modifications de l’expression génétique chez les 
polyploïdes (Chen 2007; Osborn, et al. 2003; Wang, et al. 2004). Plusieurs événements 
indépendants d’hybridation ont conduit à des fortes similarités des régions affectées par la 
méthylation du génome, laissant penser à un reformatage épigénétique non aléatoire chez les 
polyploïdes (Adams, et al. 2004; Salmon, et al. 2005; Wang, et al. 2004).  
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I.5 COMPORTEMENT MEIOTIQUE ET EXPRESSION GENOMIQUE 
ET PHENOTYPIQUE CHEZ LES HYBRIDES SOMATIQUES 
D’AGRUMES  
I.5.1 Comportement méiotique des hybrides somatiques d’agrumes 
Chez les hybrides somatiques d’agrumes, la relation entre les génomes parentaux exerce une 
grande influence sur les processus d’appariement chromosomiques et de recombinaison 
durant la méiose, et ainsi sur l’apparition d’irrégularités méiotiques et la viabilité des gamètes 
(Del Bosco, et al. 1999). Cependant, des études cytologiques du comportement méiotique des 
hybrides somatiques d’agrumes n’ont été réalisées que pour quelques hybrides (Chen, et al. 
2004; Del Bosco, et al. 1999). La méiose des hybrides somatiques d’agrumes se caractérise 
par la formation d’univalents et multivalents. La formation de ces structures peut s’expliquer 
par la grande compatibilité sexuelle et la forte homologie génomique au niveau 
interspécifique entre les diverses espèces (Chen, et al. 2004). 
Cependant, chez un hybride somatique intergénérique, l’homologie génomique entre les deux 
parents est moindre, impliquant un comportement méiotique semblable à celui d’un 
amphidiploïde se manifestant par la formation de bivalents (Chen, et al. 2004).  
La formation d’univalents chez les hybrides somatiques d’agrumes est similaire à celle décrite 
chez la majorité des espèces d’agrumes par Raghuvanshi (1962). Ces univalents sont 
responsables de la formation de structures appelées « micronoyaux » ou de polyades (Del 
Bosco, et al. 1999). La fréquence de formations de ces structures est négativement corrélée à 
la viabilité pollinique de ces hybrides. Cependant, chez un hybride somatique entre Citronnier 
Femminello et Oranger Valencia, la viabilité et la germination pollinique ne sont pas affectées 
malgré un fort taux d’univalents formés à la méiose (Del Bosco, et al. 1999). Ces résultats 
laissent à penser que ces polyades ou micronoyaux seraient viables et capables de féconder, 
donnant ainsi divers niveaux de ploïdie dans les descendances des croisements impliquant ces 
hybrides somatiques. En effet, lors de croisements de type 2x X 4x, en plus de triploïdes, des 
tétraploïdes ont été observés dans les descendances (Esen et Soost 1972; Oiyama, et al. 1982). 
Ces tétraploïdes sont issus de la fécondation d’un gamète femelle non réduit par un gamète 
mâle diploïde (Ferrante, et al. 2009).      
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I.5.2 Expression génomique et phénotypique chez les hybrides somatiques 
d’agrumes 
L’hybridation somatique est un outil permettant de comprendre les mécanismes contrôlant la 
transmission des caractères phénotypiques chez les allopolyploïdes. Plusieurs évaluations 
agronomiques sont en cours chez les agrumes, pour un ensemble d’hybrides somatiques 
interspécifiques et intergénériques, pour y étudier l’hérédité de ces caractères (Grosser et 
Chandler 2004; Grosser, et al. 2007; Guo, et al. 2004; Ollitrault, et al. 2000b). 
De nombreuses études ont porté sur la transmission des caractères liés à la qualité chez les 
hybrides somatiques d’agrumes tels que les polyphénols de la pulpe des fruits (Tusa, et al. 
2007) ou les composés aromatiques des feuilles (Alonzo, et al. 2000; Del Bosco, et al. 1998; 
Gancel, et al. 2006; Gancel, et al. 2003; Gancel, et al. 2005a; Gancel, et al. 2005b). Ces 
études révèlent une forte variabilité chez les hybrides somatiques en comparaison avec leurs 
parents. En effet, des hybrides somatiques combinant le génome du mandarinier Willowleaf à 
ceux du limettier mexicain, de l’oranger, du pomelo, du kumquat, du poncirus ou des 
citronniers Eureka et Lac, affichent un profil de composés aromatiques de feuille plus proche 
du mandarinier (Gancel, et al. 2003; Gancel, et al. 2005a). Cette dominance du mandarinier a 
aussi été observée au niveau de l’expression du protéome chez deux hybrides somatiques 
(Gancel, et al. 2006). Bassene et al. (2009a) ont étudié l’héritabilité de plusieurs traits 
qualitatifs au niveau d’un hybride somatique de mandarinier et citronnier et ont montré une 
forte dominance du citronnier au niveau des acides, une dominance partielle de celui-ci pour 
le saccharose et le glucose ainsi qu’une dominance du mandarinier au niveau du fructose ainsi 
que pour la majorité des composés aromatiques. Cependant, contrairement aux résultats 
observés avec le mandarinier, aucune dominance n’a été clairement observée pour les huiles 
essentielles chez six hybrides somatiques entre limettier, citronnier, oranger, cédratier et 
pomelo (Gancel, et al. 2005a). Des modifications importantes ont été observées au niveau de 
l’expression du protéome chez deux hybrides somatiques, interspécifique entre mandarinier et 
limettier et intergénérique entre mandarinier et kumquat (Gancel, et al. 2006). Les analyses 
réalisées par électrophorèse bidimensionnelle mettent en évidence des phénomènes de 
« silencing » affectant particulièrement les parents limettier et kumquat avec 75% des spots 
éteints chez les hybrides. En revanche, ces hybrides somatiques affichent de nombreux 
nouveaux spots :14% pour l’hybride mandarinier + limettier et 29% pour l’hybride 
mandarinier + kumquat, dont 5 communs aux deux hybrides somatiques (Gancel, et al. 2006). 
L’étude de l’expression des gènes de la chaîne de biosynthèse des caroténoïdes de la pulpe, 
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chez un hybride somatique de mandarinier et citronnier, montre un profil d’expression non 
additive des caroténoïdes. En effet, Bassene et al. (2009b) ont observé une faible expression 
du citronnier sur le profil d'expression des gènes présents en amont de la voie de biosynthèse 
des caroténoïdes (CitDxs, CitZds et CitLcy-b), et une dominance du mandarinier sur l'étape 
clé de formation des β,β-xanthophylles (CitHy-b) avec une surexpression transgressive de 
CitNced responsable du catabolisme des caroténoïdes en faveur d'une production d'ABA. 
L'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans l'élaboration du phénotype de l'hybride 
allotétraploïde a pu être complétée par une analyse globale du transcriptome de la pulpe par 
microarray (cDNA de 20K) (Bassene, et al. 2010). Les données d'expression de l'hybride 
allotétraploïde comparées à celles des parents ont permis de mettre en évidence une fréquence 
relativement élevée d'expression génomique non additive chez WLM + EUR 4x, en 
concordance avec les différentes observations de dominances observées aux niveaux 
morphologiques et biochimiques. Une dominance globale du transcriptome de mandarinier a 
par ailleurs été observée, liée à la répression quasi systématique de l’expression chez 
l’hybride somatique des gènes sous exprimés chez le mandarinier en comparaison du 
citronnier. 
Au niveau agronomique, les hybrides somatiques sont généralement plus vigoureux que les 
autotétraploïdes. Ces tétraploïdes, utilisés comme porte-greffe, confèrent généralement une 
croissance réduite au greffon en comparaison avec leurs parents diploïdes (Grosser et 
Chandler 2000). Dans la même mesure, une amélioration de la tolérance/résistance aux 
nématodes (Grosser, et al. 2007) et au stress salin et hydrique (Mouhaya, et al. 2010; Saleh, et 
al. 2008) est observée chez les hybrides somatiques par rapport à leurs parents diploïdes. 
 
 
 
 
 
 
 
Objectifs de la thèse 
44 
II. OBJECTIFS DE LA THESE  
Les nouvelles stratégies d’amélioration des agrumes sont basées sur la manipulation de la 
ploïdie. Au niveau des porte-greffe, l’objectif appliqué est de réunir des caractères dominants 
de tolérances aux facteurs biotiques et abiotiques, ainsi que l’apomixie chez des hybrides 
somatiques allotétraploïdes. Au niveau des cultivars, la sélection de triploïdes est un moyen 
de répondre à l’objectif appliqué de production de fruits de qualité aspermes. Une des voies 
de création de triploïdes est l’hybridation entre diploïdes et tétraploïdes. Le pool de 
polyploïdes naturels est toutefois relativement restreint et l’hybridation somatique a permis 
d’augmenter significativement leur nombre disponible pour les programmes d’amélioration 
variétale.  
Théoriquement, le croisement entre diploïdes et tétraploïdes est la méthode qui devrait être la 
plus efficace pour produire des triploïdes (100 %). Cependant, les premiers résultats des 
croisements 2x et 4x obtenus par hybridation somatique, réalisés par d’autres équipes ainsi 
que dans le cadre du programme d’amélioration du CIRAD, se sont avérés en deçà des 
résultats attendus. En effet, peu de graines ont été obtenues et parmi les plantules régénérées, 
différents niveaux de ploïdie (2x, 3x et 4x) ont été observés dans la descendance. Les résultats 
obtenus soulèvent ainsi de nouvelles questions de recherches sur la biologie de reproduction 
des hybrides somatiques tétraploïdes d’agrumes et la transmission de ces caractères entre 
parents et hybrides somatiques. Ces hybrides sont utilisés en tant que parents dans un objectif 
de création de triploïdes. Ainsi, il est nécessaire de comprendre la transmission des caractères 
liés à la reproduction comme l’apomixie, la fertilité et la viabilité pollinique. Plusieurs études 
ont été réalisées sur la transmission des caractères chez les hybrides somatiques d’agrumes. 
Ces études ont porté principalement sur la transmission des déterminants de la qualité chez les 
hybrides somatiques d'agrumes. Aucune étude approfondie n’a été réalisée sur la transmission 
des différentes composantes du système de reproduction chez les hybrides somatiques 
tétraploïdes d’agrumes.  
De plus, il est particulièrement important de comprendre l’origine des variations du niveau de 
ploïdie dans la descendance et d’étudier la ségrégation allèlique d’hybrides somatiques 
allotétraploïdes d’agrumes afin de vérifier si elle est de type disomique ou tétrasomique. En 
effet, la transmission de l’hétérozygotie parentale dépend du mode de ségrégation, et peut 
favoriser ou non l’introgression de caractères agronomiques importants. La connaissance de 
mode de ségrégation doit permettre de prédire la constitution génétique des gamètes et ainsi 
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contribuer à une meilleure définition des stratégies d’améliorations variétales des agrumes 
triploïdes et à terme, à une meilleure prévision du phénotype des hybrides polyploïdes en 
fonction de celui de leurs géniteurs. L’objectif principal de cette thèse est d’analyser les 
différents facteurs du processus de reproduction influant sur la structure génotypique des 
populations hybrides lors de croisements entre diploïdes et allotétraploïdes.  
De la gamétogenèse à l’obtention de plantules viables, ce travail de thèse s’intéresse plus 
particulièrement aux questions de recherches suivantes qui touchent aux différentes phases du 
processus de reproduction : 
• La fertilité ou la stérilité des parents se transmet-elle chez les hybrides somatiques? 
L’hybridation somatique permet-elle de restaurer la fertilité ? 
• Comment se transmet l’apomixie vs la zygotie ainsi que la monoembryonie vs la 
polyembryonie chez les hybrides somatiques ? Peut-on envisager de les utiliser 
comme parent femelle ?  
• Quelle est l’origine génétique des hybrides autres que triploïdes issus de croisement 2x 
x 4x ? Un hybride somatique tétraploïde d’agrumes est-il capable de former des 
gamètes haploïdes ? 
• Quel est le fonctionnement méiotique des hybrides allotétraploïdes et son implication 
sur la structure génétique des gamètes (ploïdie, ségrégation de type disomique ou 
tétrasomique) ? Ce dernier point est essentiel dans la gestion de l’hétérozygotie 
parentale et donc dans l’efficacité d’introgression de caractères agronomiques 
importants.  
Afin de répondre aux questions précédentes, nous avons réalisé sur différents hybrides 
somatiques interspécifiques et un hybride intergénérique d’agrumes et leurs parents (i) une 
étude phénologique, une étude de la fertilité mâle et femelle, (ii) une évaluation du taux de 
polyembryonie et du nombre d’embryons d’origine zygotique ou nucellaire, (iii) une étude de 
l’origine des diploïdes, triploïdes et des tétraploïdes, obtenus dans la descendance des 
croisements entre diploïdes et tétraploïdes, par marqueurs SSR (iiii) une étude de la méiose 
chez deux hybrides somatiques, interspécifique et intergénérique, ainsi qu’une étude de la 
ségrégation allèlique de ces deux hybrides somatiques via l’analyse de leurs descendances 
triploïdes, issues de croisements 2x X 4x, à l’aide des marqueurs SSR . 
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III. MATERIELS ET METHODES 
III.1 MATERIEL VEGETAL  
Le Cirad a obtenu différentes combinaisons d’hybrides somatiques par fusion de protoplastes 
à partir de génotypes représentant une part importante de la diversité dans le genre Citrus et 
Poncirus. Ces génotypes, Citrus aurantifolia (Christm.)Swing. cv Mexicaine (limetier), 
Citrus paradisi Macf. cv Star Ruby (pomelo), Citrus sinensis (L.)Obs. cv Shamouti (oranger), 
Citrus reticulata Blanco cv Commune (mandarinier), Citrus medica L. cv  Corsica (cédratier), 
Citrus limon (L) Burm cv Eureka (citronnier) et Poncirus trifoliata L. cv Pomeroy ont servi 
de parents et ils ont permis l’obtention des hybrides somatiques listés dans le tableau 1. La 
caractérisation moléculaire du noyau et du cytoplasme de ces hybrides somatiques a été 
préalablement réalisée (Bassene, et al. 2009a; Gancel, et al. 2003; Gancel, et al. 2005b).  
A partir de ce matériel végétal, trois études ont été effectuées. La biologie de la reproduction a 
été étudiée chez ces huit hybrides somatiques d’agrumes et leurs parents diploïdes (Tableau 
1).  
 
Figure 11: Arbres des hybrides somatiques plantés au champs à la station de recherche de San Giuliano ; 
a : Hybride somatique WLM+EUR. b : hybride somatique WLM+PON 
 
Deux combinaisons, interspécifique et intergénérique, respectivement mandarinier + 
citronnier (WLM+EUR) (Figure 11a)  et mandarinier + Poncirus (WLM+PON) (Figure 11b) 
ont été sélectionnées pour analyser la ségrégation allélique. Deux populations en ségrégation 
ont été préalablement obtenues par croisements avec le pamplemoussier Citrus maxima 
(Burm.) Merr. « Chandler ».  
a b 
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Enfin, l’origine génétique des variations de ploïdie a été étudiée sur des descendances issues 
de trois croisements 2x x 4x (Tableau 2) 
 
Tableau 1: Les hybrides somatiques allotétraploïdes ainsi que leurs origines nucléaire et cytoplasmique et 
leurs parents diploïdes 
Caractérisation HS Hybrides 
somatiques 
Parents 2x Abréviation Nom latin 
Référence 
SRA Noyau Mito Chloro 
Mandarine Willow leaf WLM C. reticulata SRA 133 
WLM+SRG 
Pomelo Star Ruby SRG C. paradisi SRA 293 
HS SRG SRG 
Mandarine Willow leaf WLM C. reticulata SRA 133 
WLM+SHO 
Orange Shamouti SHO C. sinensis SRA 299 
HS SHO SHO 
Mandarine Willow leaf WLM C. reticulata SRA 133 
WLM+EUR 
Citron Eureka EUR C. limon SRA 4 
HS WLM WLM 
Mandarine Willow leaf WLM C. reticulata SRA 133 
WLM+PON 
Poncirus pomeroy PON P. trifoliata 110081 
HS WLM PON 
Pomelo Star Ruby SRG C. paradisi SRA 293 
SRG+MEL 
Lime mexicaine MEL C. aurantifolia SRA 140 
HS MEL SRG 
Pomelo Star Ruby SRG C. paradisi SRA 293 
SRG+COC 
Cédrat Corse COC C. medica SRA 613 
HS SRG SRG 
Lime mexicaine MEL C. aurantifolia SRA 140 
MEL+SHO 
Orange Shamouti SHO C. sinensis SRA 299 
HS MEL MEL 
HS : hybride somatique 
Tableau 2: Croisements ayant servi de support à l’étude de l’origine des variations de ploïdie dans les 
descendances 
 Parent diploïde Hybride somatique 
Citronnier Eureka SRG+COC 
Citronnier Eureka MEL+SHO Origine des variations de la ploïdie 
Mandarinier Fortune WLM+SRG 
 
L’ensemble de ces variétés est greffé sur volkameriana (Citrus limonia Obs.) avec 3 
répétitions par variété et planté aléatoirement sur une parcelle homogène de la Station de 
Recherches Agronomiques Inra/Cirad de San Giuliano (Corse). 
III.2 METHODES 
III.2.1 Croisements contrôlés  
Les fleurs du parent mâle sont récoltées au stade bouton craquant. Les pétales et les pistils 
sont ôtés. Les étamines sont placées 24 heures sous hotte à flux laminaire afin de les rendre 
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déhiscentes. Pour les génotypes utilisés en tant que femelle, les fleurs, au stade bouton 
craquant, sont castrées. Les fleurs femelles sont pollinisées à l’aide des étamines déhiscentes 
préalablement récoltées puis étiquetées et recouvertes d’un sac en papier. 
III.2.1.1 Extraction des pépins et mise en culture des embryons 
Six à neuf mois après la pollinisation, les fruits sont récoltés. Les pépins sont extraits des 
fruits et dénombrés. Deux types de pépins sont observés, les normaux et les pépins de très 
petite taille et dénombrés distinctement (Fig.). Les pépins sont trempés dans de la pectinase 
0.2 % (p/v) pendant une heure. Les graines sont désinfectées pendant quinze minutes dans de 
l’hypochlorite de sodium à 3,6 % Chlore puis rincées trois fois cinq minutes dans de l’eau 
distillée stérile.  
III.2.1.2 Sauvetage d’embryons 
Les embryons sont placés dans des tubes à essai contenant du milieu de culture Murashige et 
Tucker (Murashige et Tucker 1969), additionné d’1 mg.l 
–1
 de GA3. Sur chaque tube ont été 
marquées l’origine de l’embryon (parents) et la date de mise en culture, avant de les placer 
dans la chambre de culture à 26° C.  
Les plants obtenus ont été greffés sur des porte-greffe Citrus volkameriana (C. limonia 
Osbeck). 
III.2.2 Caractérisation génétique du matériel végétal 
III.2.2.1 Evaluation de la ploïdie 
L’évaluation du niveau de ploïdie des différents génotypes étudiés est réalisée via la 
cytométrie en flux et le comptage chromosomique.  
III.2.2.1.1 Cytométrie en flux 
Un échantillon de feuilles est prélevé sur chaque plant afin d’évaluer son niveau de ploïdie à 
l'aide d'un cytomètre de type Partec PA-I. L'échantillon est haché, à l’aide d’une lame de 
rasoir, en présence d’une portion de feuille d'un témoin interne diploïde et de 200 µL de 
tampon d’extraction nucléaire (Partec, Cystain UV Précise P Nuclei Extraction Buffer). La 
solution obtenue est filtrée à l’aide d’un filtre Partec de 30µm et le filtrat recueilli dans un 
tube de 10 ml. 400 µL d’une solution de coloration, contenant du DAPI (Partec, Cystain UV 
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Précise P Staining Buffer) sont additionnés au filtrat. Ce fluorochrome se fixe spécifiquement 
à l’ADN. La quantité d’ADN est évaluée par l’intensité de la fluorescence réémise par les 
noyaux sous excitation UV (365 nm) et les résultats obtenus sont retranscrits sur un 
histogramme. La position, sur l’axe des abscisses, des pics obtenus, est proportionnelle à la 
quantité d’ADN et donc à la ploïdie.  
III.2.2.1.2 Comptage chromosomique 
De très jeunes feuilles en croissance sont sélectionnées afin de réaliser le comptage de 
chromosomes. Les feuilles récoltées sont traitées avec une solution à 0,04% 
d'hydroxyquinoline pendant 4 h à température ambiante, puis 4 h à 4°C. Les feuilles sont 
ensuite fixées pendant 48 h dans un mélange éthanol/acide acétique (3:1) et stockées dans 
70% d'éthanol à 4°C. La préparation des lames pour le comptage chromosomique est 
effectuée tel que décrit par (D'Hont, et al. 1996). La coloration est réalisée par DAPI. 
L'observation des chromosomes se fait à l'aide d'un microscope Nikon 80i à fluorescence. 
III.2.2.2 Caractérisation moléculaire des hybrides somatiques et des descendances 
Les hybrides somatiques, leurs descendances ainsi que les parents sont étudiés à l’aide de 
marqueurs moléculaires, afin de déterminer l’origine de leurs génomes nucléaires. 
III.2.2.2.1 Extraction d’ADN 
L’ADN des plants est extrait à partir de 100 mg de feuilles selon un protocole modifié, dérivé 
de la méthode décrite par Gawel et Jarret (1991). Les feuilles sont lyophilisées dans un 
Lyophilisateur BETA 1-8 LD (CHRIST) dans des tubes Eppendorf 2 ml. Le broyage est 
réalisé en utilisant des billes en acier inoxydable (VWR, France) et un broyeur Tissue Lyser II 
(Qiagen) à raison de 30 Hz pendant 2 minutes. 700 µL de tampon d'extraction [2% (p/v) 
MATAB, 1,4M NaCl, 0,2 M Tris-HCl pH=8, 50mM EDTA, 1% (p/v) PVP, 0.5% Bisulfite de 
Sodium (p/v)] sont additionnés au broyat obtenu. Les échantillons sont ensuite incubés 
pendant 30 min à 65°C. A température ambiante, 500 µL de chloroforme/alcool iso amylique 
(24/1; v/v) sont rajoutés puis le mélange est soumis à une agitation douce (agitateur rotatif) 
pendant 10 min. Après une centrifugation de 5 min à 8000 g, la phase aqueuse est transférée 
dans un nouveau tube Eppendorf avec 500 µL d’isopropanol, afin de précipiter l’ADN. Après 
une centrifugation de 10 min à vitesse maximale, le surnageant est éliminé et le culot d’ADN 
est séché avant de lui rajouter 50 µl d’eau déminéralisée stérile.  
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III.2.2.2.2 Amplification des ADN par PCR avec des amorces non marquées 
Les ADN sont amplifiés par PCR utilisant des amorces nucléaires de type SSR avec un 
thermocycler primus 96 plus MWG Biotech.  
L’amplification est réalisée sur un volume total de 20 µL contenant 5 µL d’ADN à 2 ng.µl
-1 
ainsi que 15 µL du mélange PCR composé de Tampon 1X (Eurogentec), de 1,5 mM MgCl2 
(25mM), de 0,2 mM dNTP, de 0,4 µM de chaque amorce et de 0,8 u Taq Polymérase 
(GoldStar® DNA polymerase, Eurogentec). Le programme d’amplification se compose des 
cycles suivants : un cycle de dénaturation de l’ADN à 94°C pendant 5 min ; puis 40 cycles 
d’amplification [dénaturation de l’ADN à 94°C pendant 30s - hybridation des amorces à 
température variable selon les amorces (50°C, 55°C) pendant 30s - élongation à 72°C pendant 
1 min] ; et enfin une élongation finale à 72°C pendant 4 min].  
III.2.2.2.3 Marqueurs SSR nucléaires 
L’ADN des hybrides somatiques, des descendances et des parents utilisés dans les 
croisements est amplifié à l'aide de marqueurs nucléaires SSR. Ces couples d’amorces sont 
sélectionnés pour leur polymorphisme entre les parents. Cette analyse permet d’identifier 
l’origine allélique pour chaque hybride par comparaison avec les profils de leurs parents. 
III.2.2.2.4 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide 
Les produits PCR sont séparés sur un gel dénaturant de polyacrylamide 5%, urée 7M). Après 
amplification, 60µl de bleu de séquençage (98% formamide (v/v), 0,25% xylène cyanol(p/v), 
0,25% bleu de bromophenol (p/v), 10mM EDTA pH=8) sont rajoutés à chaque échantillon. 
Le gel est placé dans une cuve contenant du tampon TBE 0.5x (TBE 5x : 54 g Tris base, 27,5 
g d’acide borique, 20 mL d’EDTA 0,5 M pH8, eau distillée qsp 1L) pour une prémigration de 
30 min sous une puissance constante de 60 W. Les échantillons d’ADN dénaturés (5min à 
94°C) sont déposés sur le gel. La migration est relancée dans les mêmes conditions que la pré-
migration pour une durée variable en fonction de la taille des fragments attendus.  
La révélation des fragments d’ADN se fait par coloration au nitrate d’argent comme décrit par 
(Beidler, et al. 1982). L’ADN est fixé dans un bain d’alcool à 10 % pendant 30 min puis dans 
un bain d’acide nitrique 1 % pendant 5 min ; le gel est ensuite lavé dans deux bains successifs 
d’eau ultra pure (18 MΩ) pendant 5 min. La coloration est effectuée dans un bain de nitrate 
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d’argent 0,2% (p/v) durant 30 min ; puis les fragments d’ADN sont révélés par 2 bains 
successifs avec une solution de carbonate de sodium (NaCO3 30g.l
-1
, formaldéhyde 600 µl.l
-1
). 
La révélation est stoppée par un bain d’acide acétique à 5% pendant 1min ; puis le gel est 
rincé à l’eau déminéralisée et recouvert d’un film. 
III.2.2.2.5 Electrophorèse capillaire 
Les polymorphismes de longueur des produits PCR sont détectés par électrophorèse capillaire 
sur un séquenceur Beckman-Coulter CEQ 8800. Les amorces F utilisées sont marquées en 5’ 
par des flurochromes WellRED Fluorescent dye (PAdye2, PAdye3 et PAdye4) (Sigma 
Aldrich).  
Le protocole de préparation des échantillons est décrit par le constructeur sur l’adresse 
suivante http://www.beckmancoulter.com/literature/Bioresearch/608113-AK.pdf 
Les produits PCR, obtenus suite à l’amplification de trois amorces marquées différemment, 
sont ainsi mélangés de telle sorte que les fragments marqués avec Dye4 soit dilués 2 fois plus 
que ceux marqués avec le Dye 3 et 4 fois plus que ceux marqués avec le Dye2. 4µL de chaque 
mélange de produits PCR marqués sont déposés dans la plaque de dépôt du séquenceur 
CEQ8800 (Beckman-Coulter) afin d’y ajouter 0.25µL/puits de standard de taille (GenomeLab 
DNA Size Standard Kit – 400, Beckman-Coulter) et 35.75µL de Sample loading solution 
(Beckman-Coulter). 
Les mélanges PCR sont dénaturés 2 min à 95°C puits injectés électro cinétiquement dans les 
capillaires (30sec à 4.5kVolts) et séparés dans les capillaires pendant 35min à 6kVolts. Les 
fluorochromes sont détectés par l’excitation de 2 lasers émettant dans l’infrarouge à 650 et 
750 nm respectivement.   
Les données brutes ont été traitées à l’aide de CEQ 8800 genetic analyzer and software 
(Beckman Coulter, Fulerton, CA, USA) en utilisant les paramètres d'étalonnage de mobilité 
pour chaque Dye et les paramètres par défaut de la taille du standard de taille. 
III.2.3 Biologie de la reproduction des hybrides somatiques d’agrumes 
De la gamétogenèse à l’obtention de plantules viables en passant par l’apomixie, l’étude des 
différentes phases du processus de reproduction est essentielle pour comprendre la biologie de 
la reproduction des hybrides somatiques. Cette étude a porté sur la description des fleurs, 
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taille, germination et viabilité pollinique, de cinq hybrides somatiques et des différentes 
parentales.   
III.2.3.1 Description des fleurs 
Pour chaque génotype, 10 fleurs ont été choisies. Sur ces fleurs, ont été déterminés : le type de 
fleurs, la couleur externe et interne et la couleur des anthères, le diamètre moyen du calice, la 
longueur moyenne des pétales et le nombre d’étamines. Les mesures de longueurs et de 
diamètres ont été réalisées à l’aide d’un pied à coulisse.  
III.2.3.2 Evaluation de la germination pollinique 
Le test de germination du pollen est réalisé un jour après la récolte du bouton. Le pollen est 
déposé sur un milieu gélosé, nutritif, qui favorise la germination (200g/l de saccharose, 8g/l 
d’agar, 25mg/l d’acide borique), puis il est incubé pendant 24 h à température ambiante dans 
une atmosphère saturée en eau. 
Le nombre de grains germés est compté 24 h après le dépôt, à l’aide d’un microscope 
photonique (objectif 20x). Ce test est répété trois fois et un pourcentage de grains germés est 
établi. Le pourcentage moyen de germination pour chaque génotype est calculé par une série 
de 3 comptages de 300 grains de pollen au microscope photonique. 
III.2.3.3 Evaluation de la taille et la viabilité pollinique des hybrides somatiques et de 
leurs parents diploïdes 
La viabilité pollinique des hybrides somatiques et de leurs parents est déterminée par 
différence de coloration entre pollen viable et non viable comme décrit par Alexander (1980). 
Ainsi, 3 anthères provenant de fleurs différentes sont individuellement hachées dans une 
goutte de solution de coloration puis mises entre lame et lamelle. Trois observations par lame 
sont réalisées à l'aide d'un microscope Nikon 80i et un comptage de grains de pollen colorés 
sur 300 grains est réalisé pour chaque génotype. 
La taille des grains de pollen est évaluée au microscope à l'aide du logiciel d'analyse d'image 
LUCIA version 5.0. 
Matériels et méthodes 
53 
III.2.3.4 Evaluation de l’apomixie et de la fertilité femelle des hybrides somatiques et 
de leurs parents diploïdes 
L’analyse de la fertilité femelle et de l’apomixie a été réalisée sur les différents hybrides 
somatiques et leurs parents.  
Une dizaine de fruits par génotype est récoltée pour l’évaluation de la fécondité. L’extraction 
de pépins est réalisée et le nombre de pépins relevé pour chaque fruit et pour chaque génotype 
afin de déterminer un taux de fertilité. Le comptage d’embryons est ensuite réalisé pour 
chaque génotype sur 45 embryons choisis au hasard sur le lot de fruits de chaque hybride. Ces 
pépins sont issus des pollinisations libres du printemps 2009.  
Les téguments des pépins sont enlevés au scalpel et les embryons sont dénombrés après 
observation à la loupe binoculaire. 
III.2.4 Etude cytogénétique et de la ségrégation allèlique chez les hybrides 
somatiques d’agrumes 
III.2.4.1 Etude de la méiose 
L’étude cytogénétique a été réalisée sur des boutons floraux prélevés à des stades de 
développement précoces des bourgeons floraux. (Figure 12). Ces boutons sont d’abord fixés 
dans une solution d’alcool acétique (1v d’acide acétique et 3v d’éthanol absolu) pendant 24 
heures avant d’être stockés à 4°C dans de l’éthanol 70°. Les anthères fixées sont hachées 
finement sur une lamelle contenant une goutte (15 à 20 µL) de carmin acéto-ferrique (Li, et 
al. 2007). Le hachis est ensuite recouvert avec une lamelle puis uniformément étalé en 
exerçant des pressions régulières du centre vers l’extérieur. Cette préparation est chauffée 
pour permettre au colorant de mieux pénétrer dans les cellules. Les observations sont réalisées 
à l’aide d’un microscope Nikon 80i en lumière directe ou au contraste interférentiel 
différentiel (DIC) aussi appelé contraste « Nomarski », permettant d’obtenir un effet de relief 
et ainsi distinguer les liaisons chromosomiques. 
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Figure 12: Bourgeons floraux de WLM+EUR prélevés pour l’étude cytogénétique de cet hybride 
somatique 
 
III.2.4.2 Etude de la ségrégation allèlique chez les hybrides somatiques  
III.2.4.2.1 Modèle de formation des gamètes 
En considérant un tétraploïde de génotype ABCD, en ségrégation tétrasomique et en absence 
de double réduction,  les gamètes AB, AC, AD, CD, BD et BC sont produits à proportions 
égales (1/6). Si des tétravalents sont toujours formés au cours de la méiose, la fréquence 
maximale de double réduction α = 1 / 6 peut être atteinte. Sous ce scénario, la production de 
gamètes de double réduction AA, BB, CC et DD est effective à une proportion de α/4 en plus 
des gamètes AB, AC, AD, CD, BD et BC qui ont alors une proportion égale de (1/6-α/6) 
(Stift, et al. 2008). 
Par ailleurs si le tétraploïde ABCD ségrége de manière disomique, un appariement AB/CD est 
caractérisé : par la formation de bivalents durant la méiose, par la production des gamètes AB, 
AD, BC et BD à proportions égales (1/4) et enfin par l’absence de double réductions. Dans 
cette situation les allèles A et B, marquants des chromosomes homologues, ne se retrouvent 
jamais dans le même gamète, tout comme les allèles C et D.  
D’autres possibilités d’appariement chromosomique, comme AC/BD et AD/BC sont aussi 
probables qu’un appariement AB/CD et donneront respectivement les gamètes AB, AD, BC, 
CD et AB, AC, BD, CD à proportions égales. En résumé, pour un tétraploïde ABCD, les 
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proportions attendues des gamètes produits peuvent être calculées de la manière suivante 
(Stift, et al. 2008) : 
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Ces équations définissent un lot d’équations non linéaires à quatre inconnues. Le paramètre τ 
correspond au taux de gamètes formés par appariement chromosomique aléatoire lors de la 
méiose. τ peut prendre des valeurs allant de 0 (disomie complète) à 1 (tétrasomie complète). 
En cas de tétrasomie complète (τ=1), la seconde partie des équations devient nulle et les 
proportions attendues des gamètes ne dépendent plus que de la valeur de β, la fréquence de 
double réduction relative à la fréquence d’appariement aléatoire lors de la méiose. Ainsi la 
fréquence de double réduction α peut être calculée :   α = β τ. 
Cependant, si τ<1, les proportions gamétiques attendues dépendraient des paramètres δ1, δ2 et 
δ3 indiquant, respectivement, le degré d’appariement préférentiel AB/CD, AC/BD et AD/BC. 
Chacun de ces paramètres peut prendre des valeurs allant de 0 (aucun appariement) à 1 
(appariement obligatoire) avec  δ1 + δ2 + δ3 =  1 et δ1 x δ2 x δ3=0.  
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III.2.4.2.2 Analyse des données observées  
Dans un premier temps, un test khi 2 a été réalisé afin de vérifier l’absence de distorsion 
allèlique au niveau de la descendance. Ce test permet alors de vérifier cette hypothèse en 
utilisant la formule suivante : 
 
Oij et Eij représentent respectivement le nombre d’allèles observés et attendus. L’hypothèse 
nulle étant absence de distorsion allèlique, aucune différence avec l’hypothèse nulle est 
acceptée à une probabilité p>0,05. 
Dans un deuxième temps, afin de déterminer le mode de ségrégation, la distribution 
multinomiale a été utilisée pour calculer la probabilité L (Olson 1997), correspondant à la 
probabilité d’observer les différents génotypes dans la descendance, en utilisant la formule 
suivante : 
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n est le nombre d’individus dans la descendance, ni le nombre d’individus de génotype i 
et PXi la fréquence d’apparition attendu du génotype i. 
La vraisemblance totale par rapport à l’ensemble des observations est calculée selon la 
formule :  
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xi correspond à la fréquence de gamètes AA et pi à la probabilité attendue (sous un modèle de 
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Ensuite, la fonction de régression contrainte non linéaire de SPSS a été utilisée (Stift, et al. 
2008). Cette fonction permet d’estimer les valeurs des différents paramètres de ségrégation 
permettant de donner la plus grande vraisemblance L(data) pour les modèles suivants : 
Tétrasomie complète (τ=1): où le taux de double réduction βτ est estimé. 
Trois modèles intermédiaires avec contraintes : où τ et βτ sont estimés alors que δ1, δ2 et δ3 
sont fixés chacun respectivement à 1. 
Trois modèles intermédiaires sans contraintes : où τ, βτ et deux des paramètres disomiques 
sont estimés alors que le troisième est fixé à 0. 
Dans le but de comparer les différents modèles, on calcule, tout d’abord la déviance G (Sokal 
et Rohlf 1995) pour chaque modèle en suivant la formule: 
( )
i
i
i
i ATT
OBSOBSG ln2∑=  
Puis on évalue si un modèle intermédiaire représente le mieux les données observées par 
rapport à l’hypothèse nulle de ségrégation tétrasomique en utilisant un test de rapport des 
vraisemblances « LRT » (likelihood ratio test) adapté (Self et Liang 1987). Une comparaison 
des modèles intermédiaires avec une hypothèse nulle de ségrégation disomique n’est pas 
informative à cause d’observations de génotypes inattendus. 
En cas de locus présentant un allèle nul, ABC0 ou AAB0, on ne peut pas différencier les 
génotypes AA de A0, BB de B0 et CC de C0. Plusieurs scénarios sont ainsi proposés 
(distribution linéaire des génotypes) et grâce à un test de distorsion allèlique on rejette les 
scénarios inappropriés à une p<0,05. N’ayant aucune justification statistique pour rejeter les 
scénarios ne présentant aucune distorsion allèlique significative, nous avons choisi d’ignorer 
les individus issus d’une double réduction, ce qui permet de représenter le G en fonction des 
différentes valeurs de τ. Cette méthode nous permet de contourner cette problématique et 
donc, pour chaque scénario, de ne pas rejeter ces scénarios en se basant sur les fréquences 
allèliques. Ainsi on observe les classes gamétiques dont on peut être sûr et les courbes de G 
en fonction τ pour chacun des scénarios possibles. Le scénario le plus probable étant celui 
présentant le minimum d’écart avec les résultats observés.              
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III.2.5 Analyse statistique 
Un test de Kruskal-Wallis est réalisé pour chaque hybride somatique vis-à-vis de ses parents 
diploïdes sur toutes les variables quantitatives phénologiques et polliniques une à une. Il est 
suivi d’un test à posteriori de Mann-Whitney afin de distinguer les différences entre les trois 
individus.
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION 
IV.1 ETUDE DE LA TRANSMISSION DES CARACTERES LIES A LA 
BIOLOGIE DE LA REPRODUCTION CHEZ LES HYBRIDES 
SOMATIQUES D’AGRUMES 
IV.1.1 Résumé de l’article 
Introduction 
Les agrumes représentent la première production fruitière mondiale avec 124 millions de 
tonnes en 2008 (FAOSTAT, 2010). La production totale des agrumes est en constante 
augmentation. Les agrumes sont cultivés entre le 40
ème
 parallèle Nord et Sud car cette culture 
pérenne ne supporte pas le climat froid. La culture des agrumes a une importance économique 
considérable dans les pays producteurs tels que la Chine, le Brésil, les Etats-Unis et les pays 
du pourtour méditerranéen. Cependant, l’agrumiculture est confrontée à plusieurs contraintes 
biotiques et abiotiques ainsi qu’à une demande et des exigences croissantes, en matière de 
qualité, de la part du consommateur et du marché. Afin de répondre à ces demandes, les 
programmes d’amélioration et de développement sont nécessaires. Le CIRAD conduit un 
programme de recherches sur les agrumes. Ce programme vise la diversification du groupe de 
petits agrumes triploïdes, stériles, possédant des caractères qualitatifs élevés, ainsi que la 
création de porte-greffe cumulant des tolérances aux stress biotiques et abiotiques. Cependant, 
ce programme d’amélioration et de développement est confronté à un système de 
reproduction complexe chez les agrumes qui se caractérise par une grande diversité de 
comportement (diversité morphologique florale, fertilité mâle et femelle variables, 
polyembryonie et apomixie). 
L’utilisation des hybrides somatiques d’agrumes est devenue une composante importante dans 
les programmes d’amélioration des agrumes. En effet, ces hybrides somatiques peuvent être 
utilisés dans des croisements interploïdaux pour la création de triploïdes ou en tant que porte-
greffe combinant des traits importants, présents chez deux espèces sexuellement 
incompatibles. L’étude et la compréhension de la biologie de la reproduction de ces hybrides 
somatiques sont nécessaires pour pouvoir optimiser leurs utilisations dans les programmes 
d’amélioration.  
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Ainsi plusieurs questions de recherches se posent :  
Comment se transmettent la morphologie florale et la fertilité mâle et femelle, chez les 
hybrides somatiques d’agrumes ? 
Comment se transmettent l’apomixie et la polyembryonie ? 
Existe-t-il des phénomènes de dominance ? 
Afin de répondre à ces questions, l’étude phénologique, de la fertilité femelle, de la viabilité 
et germination polliniques, du taux de polyembryonie et de plants d’origines zygotiques, dans 
les descendances issues de pollinisation libre de sept hybrides somatiques et de leurs parents 
ont été réalisées. 
 Matériels et méthodes 
Sept hybrides somatiques tétraploïdes d’agrumes ainsi que leurs parents ont fait l’objet de 
cette étude : 
Mandarinier  Willowleaf (Citrus reticulata Blanco) “WLM” + Pomelo Star Ruby (C. 
paradise Mactad) “SRG”: WLM+SRG 
“WLM” + Oranger Shamouti (C. sinensis) “SHO”: WLM+SHO 
“WLM” + Citronnier Eureka (C. limon L. Burm) “EUR”: WLM+EUR 
“WLM” + Poncirus Pomeroy (Poncirus trifoliate) “PON”: WLM+PON 
“SRG” + Cédratier Corse (C. medica) “COC”: SRG+COC 
“SRG” + Limettier mexicain (C. aurantifolia) “MEL”: SRG+MEL 
“MEL” + “SHO”: MEL+SHO 
Une étude phénologique et pollinique ont été réalisées. La fertilité et la polyembryonie ont été 
estimées par comptage du nombre moyen de pépins par fruit et du nombre d’embryon par 
pépins, respectivement. Enfin, l’étude de l’apomixie a été réalisée par l’évaluation du 
pourcentage de plants zygotiques sur les descendances libres des hybrides et de leurs parents à 
l’aide de marqueurs SSR en électrophorèse capillaire. 
Résultats et discussion 
L’ensemble des hybrides ont montré un appareil floral et une fertilité intermédiaires ou 
identiques à l’un des parents évoquant respectivement, une expression additive ou non 
additive des génomes parentaux. Cependant, l’apparition de nouveaux phénotypes floraux et 
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polliniques, chez certains hybrides somatiques, serait due à une expression transgressive des 
génomes parentaux ou alors aux effets de la polyploïdisation connue pour l’augmentation du 
volume cellulaire. L’évaluation de la fertilité femelle chez ces hybrides somatiques a montré 
que celle-ci est soit équivalente ou intermédiaire se rapprochant du parent le plus faible. Par 
ailleurs, ce caractère dépend de plusieurs facteurs climatiques et physiologiques rendant ainsi 
l’étude de sa transmission plus complexe.    
En revanche, les résultats sur la transmission de l’apomixie et la mono/polyembryonie chez 
les hybrides somatiques sont très différents. En effet, une diminution du degré de 
polyembryonie et une augmentation du pourcentage de plants d’origine zygotique ont été 
observées dans les descendances obtenues chez deux hybrides somatiques WLM+SHO et 
WLM+SRG en comparaison avec leurs parents diploïdes. Un modèle de transmission de ces 
deux caractères, basé sur les études phylogéniques réalisées chez les agrumes et des travaux 
ultérieurs sur l’apomixie et la mono/polyembryonie est proposé. Ce modèle propose un 
contrôle génétique à régulation basée sur un dosage allèlique de ces deux caractères.  
Ces résultats pourraient être liés aux différents changements structurels, génétiques ou 
épigénétiques observées qui accompagnent la polyploïdisation.  
Toutefois, d’après ces résultats, WLM+SHO et WLM+SRG pourraient être utilisés en tant 
que parents femelles dans les croisements de type 2x X 4x pour la création de triploïdes. 
IV.1.2 Article 
Titre: Transmission of characters linked to the reproductive system in Citrus somatic 
hybrids 
 
Mourad Kamiri, Ikbal Srairi, Patrick Ollitrault et Yann Froelicher 
 
Article à Soumettre à Plant Cell Reports 
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Abstract 
Somatic hybridization via protoplast fusion became an important part of citrus breeding 
programs. In fact, it allows combining sexually incompatible citrus, sterile varieties or even 
hybridization between genera. It could be applied to create tetraploids breeding parents that 
can be used in interploidal crosses to generate seedless triploids or to combine two 
complementary diploid for rootstocks improvement.  
Citrus breeding programs aimed at diversifying high quality triploid seedless citrus fruits and 
the creation of rootstocks cumulating tolerances to biotic and abiotic stress. However, these 
improvement programs and development are confronted to a complex reproductive system in 
citrus, which is characterized by great diversity of behavior (floral biological diversity, male 
and female fertility variables, polyembryony and apomixis). Thus, several research questions 
arise on the transmission the reproductive system in citrus somatic hybrids. 
In order to answer to these questions and to optimize utilization of these citrus somatic 
hybrids in breeding programs, study and evaluation of seven somatic hybrids and them fusion 
parents reproduction biology (floral description, female and male fertility, polyembryony, 
zygotic rates) was conducted.. Most of the studied somatic hybrids showed intermediate male 
and female fertility, flower structure, polyembryony rates and zygotic seedlings percentage. 
This result supposed an additive expression of genes in studied somatic hybrids. However, 
two somatic hybrids exhibited lower polyembryony level and higher zygotic seedlings 
percentage when compared to them fusion parents. According to our results and published 
data, a possible polyembryony/apomixis controlling model in Citrus, involving two 
complementary dominant genes for each character is proposed. 
 
Keywords: Citrus, reproductive biology, fertility, polyembryony, apomixes. 
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Introduction 
 
Since the first somatic hybrids obtained between potato and tomato (Melchers, et al. 1978), 
somatic hybridization has become an important component of breeding programs in various 
species. Indeed, somatic hybridization can increase gene pools diversity of cultivated species, 
not only bypassing incompatibility or sexual barriers, but also by combining nuclear genomes 
(Ollitrault, et al. 2000a). It allows introgression of genes from sexually incompatible or sterile 
genotypes, extending thereby usable genetic resources (Bravo and Evans 1985; Grosser, et al. 
1996). Besides nuclear genomes management, somatic hybridization allows combining nuclei 
of species and organelles of others, mainly for nucleo cytoplasmic male sterility or for the 
transfer some cytoplasmic resistance traits (Li, et al. 1993; Pelletier, et al. 1982). Moreover, 
this technique is particularly valuable for managing diversity within polyploid gene pool. 
Polyploidy is known as an eventful evolutionary power in flowering plants (Adams and 
Wendel 2005; Ramsey and Schemske 2002). Polyploid plants are characterized by genome 
reorganization and subfunctionalization of duplicated genes (Adams, et al. 2003). In fact, 
polyploids frequently show new phenotypes nonexistent in diploids (Osborn, et al. 2003). 
Polyploidy can lead to phenotype variations, caused by gene expression variation, genetic and 
epigenetic changes and altered regulatory interactions (Adams and Wendel 2005; Osborn, et 
al. 2003; Ramsey and Schemske 2002; Soltis, et al. 2004).  
Somatic hybrids are considered as allopolyploids. Generally, somatic hybrids phenotypes 
were intermediate or completely different from them parental phenotypes (Du, et al. 2009; 
Rasmussen and Rasmussen 1995; Yan, et al. 1999). However, the mechanisms responsible for 
phenotype design in somatic hybrids remain poorly understood. 
Polyploids, especially allopolyploids, are a valuable material for use in breeding programs to 
enhance heterozygosity degree or select desirable traits (Ranney 2000). Somatic hybrids 
fertility is generally lower than in their parents, preventing their further utilization for genetic 
studies and breeding programs (Binsfeld, et al. 2001; Pijnacker, et al. 1992). Indeed, the 
trouble of sterility or poor fertility existed in several somatic combinations (Hu, et al. 2002; 
Lelivelt and Krens 1992; Prakash, et al. 2009; Sigareva and Earle 1999). The null or low 
female and male fertility in somatic hybrids could be due to unbalanced parental chromosome 
distribution during meiosis or genetic incompatibilities between parental genomes (Tu, et al. 
2008). 
In Citrus, since the first created somatic hybrid (Ohgawara, et al. 1985), several tetraploid 
intergeneric and interspecific somatic hybrids have emerged, aiming to combine the beneficial 
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agronomic traits of both parents for cultivars and rootstocks improvement (Grosser, et al. 
2000; Guo and Deng 2001). Indeed, somatic hybridization generated key allotetraploid 
parents for use in interploid crosses for seedless triploid creation (Grosser, et al. 1996; 
Ollitrault, et al. 2008). These allotetraploid somatic hybrids don’t have a great potential to be 
used as scions because most of them are seedy. If they are fertile, they could be crosses with 
diploids for seedless triploid cultivars generation or allow combination of interesting traits 
issued from sexually incompatible genera (Bassene, et al. 2009b; Ollitrault, et al. 2007).  
Transmission of characters such as aromatic compounds or fruit quality traits varied 
depending on the parental combination (Bassene, et al. 2009a; Gancel, et al. 2003; Gancel, et 
al. 2005a; Gancel, et al. 2005b). In an allotetraploid Citrus somatic hybrid between mandarin 
(C. reticulata)  and lemon (C. limon), strong dominance of lemon was observed for acid 
compounds, dominance of mandarin for fructose and the majority of aromatic compounds 
(Bassene, et al. 2009a). Moreover, pulp transcriptome analysis gave evidence for a non 
additive inheritance of gene expression in this somatic hybrid (Bassene, et al. 2009b). Other 
traits are very important for using Citrus somatic hybrids in breeding programs.  
Citrus are characterized by the complexity of their reproductive system. Self-incompatility, 
sterility, falcultive apomixis are important traits present in different citrus species that must be 
considered in breeding programs. Thus, Citrus allotetraploid somatic hybrids fertility is of 
paramount importance in triploid breeding programs. In fact, Citrus somatic hybrids could be 
used as male parent in 2x X 4x sexual crosses (Chandler, et al. 2000; Ollitrault, et al. 2008; 
Tusa, et al. 1996) or as seed parent if monoembryonic (Aleza, et al. 2009). Usually, Citrus 
somatic hybrids are less fertile than their parents (Chen, et al. 2004). Concerning male 
fertility, good levels, under diploids one, have been found in several Citrus allotetraploid 
somatic hybrids (Deng, et al. 1995). This can represent a major barrier at their use in breeding 
programs (Pijnacker, et al. 1992). 
In citrus rootstock improvement, it allowed the development of breeding programs at the 
tetraploid level, maximizing by this way the genetic diversity even at the intergeneric level 
(Grosser 1990; Grosser and Chandler 2000; Grosser, et al. 1998; Grosser, et al. 1998; 
Ollitrault, et al. 1998). When used as rootstocks, somatic hybrids seed number and 
polyembryony rates are considerable characters because will affect them effectiveness spread. 
In fact, during polyembryonic seed formation, several non zygotic, nucellar embryos, are 
initiated from nucellar cells surrounding the embryo sac holding the zygotic embryo 
(Koltunow, et al. 1996). However, the possible presence of zygotic embryo generates a risk of 
genetic heterogeneity in rootstocks propagation. In fact, this ability to confine a new 
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individual (identical to the seed parent by apomixis) is one of the most important traits to be 
considered in Citrus rootstock breeding programs (García, et al. 1999). 
In order to asses transmission of the characters involved in reproduction of Citrus somatic 
hybrids, seven allotetraploid somatic hybrids obtained during CIRAD Citrus breeding 
program were studied. Polyembryony and apomixis evaluation, as well as evaluating the size, 
germination and pollen viability and flower structure were realized for each somatic hybrid. 
These results were then compared to those of its diploid parents. The aim of this study was to 
analyze the transmission of reproduction characteristics (fertility, apomixis and 
polyembryony) in Citrus somatic hybrids. This is the first study realized for this aspect on 
somatic hybrids. This knowledge is of a great significance to help and improve Citrus 
breeding programs. 
 
 
Materials and methods 
 
Plant materials 
Seven tetraploid somatic hybrids (2n = 4x = 36) (Bassene, et al. 2009b; Gancel, et al. 2003; 
Gancel, et al. 2005a) had been previously obtained by protoplast fusion between seven 
diploids (2n=2x=18) citrus cultivars (Table 1) (Ollitrault, et al. 2000b). All of these somatic 
hybrids, as well as them diploid fusion parents, were kept in the open field at the San Giuliano 
Research Station (Corsica, France), randomly on the same plot and grafted on the same 
rootstock, C. volkameriana.  
 
Flower description 
The flowering date was established on observation of tree trees of each species. Ten flowers 
were randomly selected from each species in order to compare their floral morphology. For 
each of the studied genotypes, flowers diameter and petal length were measured by a digital 
calliper. Moreover, petal and stamen number, color and finally the rate of hermaphrodite 
flowers were annotated.  
 
Pollen size and fertility 
Fresh anthers of the somatic hybrid and it’s parents were squashed and stained following 
Alexander’s method  (Palma-Silva, et al. 2004). Stainability rate was determined using 300 
pollen grains per anther (3 flowers and 3 anthers from each flower were analyzed). Pollen 
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stainability was indicative for pollen viability. Diameters of stained and non stained pollen 
grains were measured under a Nikon Eclipse 80i microscope using LUCIA software version 
5.0. 
Pollen germination was measured using solid germination medium (0.8% agar, 0.25% boric 
acid and 200 G/L sucrose). Pollen of flower buds was spread and cultured in dark at room 
temperature. Three replicates were used for each sample and the germination rate was 
calculated on the basis of 300 pollen grains. Experiments were repeated 3 times.  
 
Female fertility and seed polyembryony  
Fertility was evaluated by seed count in 10 fruits and polyembryony rate by embryo count in 
45 randomly selected seeds, under binocular, for each somatic hybrid and its diploid parents.  
 
Somatic hybrids apomixis evaluation 
In order to evaluate zygotic embryo rates, a progeny of 60 individuals issued from open 
pollination of all somatic hybrids and parents was generated. Seedlings were performed at the 
San Giuliano Research Station (Corsica, France). 
 
  Progenies ploidy evaluation 
Ploidy level, of each individual, was determined by flow cytometry. Approximately 0.5 cm
2
 
of plantlet leave was chopped with a 0.5 cm
2
 of C. madurensis (2x) as control in a 250 µl of a 
nuclei extraction buffer (Partec Cystain UV PreciseP). The solution obtained was filtered 
(pore size of 30 µm) to eliminate cell debris. After filtration, 800 µl of staining buffer (Partec, 
Cystain UV Precise P Staining Buffer) was added for DNA staining. The sample was 
analysed with UV excitation in a Partec flow cytometer (PA-I; Partec, Munster, Germany).   
 
  Identification of zygotic plantlets in seedlings 
To distinguish zygotics from nucellar seedlings, DNA was extracted from leaves using a 
modified mixed alkyl trimethyl ammonium bromide (MATAB) procedure (Gawel and Jarret 
1991). The concentration of DNA was determined using Hoechst 33258 (Sigma Chemical 
Co.) protocol  (Sambrook and Russell 2006). Samples were diluted with MQ sterile Water 
and stored at -20°C until use. 
Identification of zygotics was realized using seven polymorphic SSR markers (Table 2).   
PCR reactions were realized in 20 µl with 1x Taq buffer, 1,5 mM MgCl2, 0,8U Taq DNA 
polymerase, 10 ng template DNA, 0,2 mM dNTPs, 0,4 µM forward primer and 0,4 µM 
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reverse primer. Amplifications were performed, in MWG AG Primus 96 plus thermocycler, 
by 40 PCR cycles (94°C for 5 min, 94°C for 30s, primer temperature for 1min, 72°C for 45s 
then 72°C for 4 minutes). Capillary electrophoresis fluorescence based SSR analyses were 
conducted on CEQ 8800 (Beckman coulter, Fullerton, CA, USA) following Beckman coulter 
protocol: http://www.beckmancoulter.com/literature/Bioresearch/608113-AK.pdf. Forward 
primers were 5’ labeled with WellRED Fluorescent dye (PAdye2, PAdye3 or PAdye4) 
(Sigma Aldrich).   
Raw data were processed using the CEQ 8800 genetic analyzer and software (Beckman 
Coulter, Fulerton, CA, USA) using calibration mobility parameters for each dye and defaults 
parameters of standard size. The use of SSR markers coupled with capillary electrophoresis 
helped to asses the genetic origin of plant. This analysis was made possible by the possibility 
to estimate the copy number per allele  (Landergott, et al. 2006) using MAC-PR (Esselink, et 
al. 2004). Indeed the height of peaks was strictly correlated to the allele dose and double-dose 
or triple-dose effects were clearly observed on the chromatograms, compared to the single 
alleles/peaks. 
 
Statistical analysis 
A Kruskal-Wallis test is realized for each somatic hybrid and its diploid parents on all 
quantitative variables, pollen and flowers characters one to one. It is followed by an a 
posteriori Mann-Whitney test to distinguish the differences between the different genotypes. 
 
Results 
 
Flower description 
 
Citrus genotypes flowering period was situated between late April and late May while 
Poncirus flowering period was ranged between late February and late March. Citrus 
interspecific somatic hybrids flowering time was not different from that of Citrus. However, 
WLM+PON flowering period was intermediate to Citrus and Poncirus flowering period close 
to Citrus (Table 3). 
Flower structure evaluation showed significant differences between fusion parent’s flowers. 
Observations are summarized in Table 3. As parent of four of the seven studied somatic 
hybrids, WLM presented a small floral device when compared to the other parents. Indeed, 
WLM calyx diameter (4.87 mm) is reduced compared to EUR (7.06 mm) and SRG (7.33 
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mm). COC and SHO showed the larger calyx diameter (10.6 and 6.62 mm respectively). PON 
flowers had the smallest calyx diameter (1.7 mm) while they owned the longest petals (31.26 
mm) while MEL flowers owned the shorter (9.5 mm). These latter’s owned the least number 
of petals while WLM has the most. In terms of stamens number, WLM flowers owned the 
least (13.1) the opposite of EUR flowers who had the most. All parental flowers were white 
except EUR and MEL flowers that had anthocyanin color.  
Significant differences have been observed between somatic hybrids and them diploid parents 
flowers. WLM+PON flowers were twice as large as WLM flowers and 5 times as PON 
flowers. Petals length was intermediate to parents while they showed the same number of 
petals and stamens as PON. 
SRG+COC exhibited intermediate flowers in term of size, color, and number of stamens. 
However, petals were larger but equal in number to SRG and the number of male flowers 
increased. 
SRG+MEL was also different from SRG and MEL with higher flower diameter and stamens 
number. Yet, petals number and length and hermaphrodite flowers number were intermediate 
while the number of petals and them color were identical to MEL.  
WLM+EUR and WLM+SRG showed flowers very close, respectively, to EUR and SRG in 
diameter, length and number of petals and color. The number of stamens and the number of 
male flowers in WLM + EUR were intermediate to fusion parents. However, WLM+SHO 
exhibited characteristics not significantly different from SHO. 
Finally, MEL+SHO exhibited intermediate flowers in term of diameter. Tough, these flowers 
had higher petals length and number of stamens. 
 
Pollen fertility 
Pollen stainability, germinability and size were highly variable between diploid parents (Table 
4). Indeed, WLM had high pollen stainability (96%) and in vitro germination rate (96%) 
while SRG (31% and 4%, respectively) and EUR (20% and 5%, respectively) owned the 
lowers. Pollen stainability and germinability in WLM+SRG, WLM+EUR and SRG+COC 
was intermediate to them fusion parents. However, WLM+PON and WLM+SHO showed 
lower stainability and germination rates compared with their diploid parents. SRG+MEL was 
the only somatic hybrid with higher stainability and lower germination rates regarding its 
parents. Somatic hybrids pollen size was higher in 5 of the 7 studied somatic hybrids 
compared with fusion parents, while no significant size difference was observed between 
WLM+EUR and EUR and MEL+SHO and SHO. Besides, micropollen rates in studied 
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somatic hybrids were significantly higher than those in their diploid parents except in 
MEL+SHO and WLM+PON somatic hybrids. 
 
Female fertility and seed polyembryony 
Diploids female fertility was highly variable, ranging from 0.9 seed per fruit in SHO to 148 in 
COC. SRG+COC and WLM+PON showed intermediate seed number between them fusion 
parents. WLM+SRG, WLM+SHO, SRG+MEL and WLM+EUR showed no significant 
difference in seed number as SRG, SHO, SRG and WLM respectively (Table 5). 
WLM and COC were the diploid parents with extreme number of embryos per seed. In fact, 
COC was the only parent fully monoembryonic while WLM was the parent where the number 
of embryos per seed was greater. In WLM+SRG, WLM+SHO and SRG+MEL, this parameter 
values were significantly lower than in diploids parents. SRG+COC was almost 
monoembryonic. WLM+PON and WLM showed no significant difference for the number of 
embryos while it was intermediate between fusion parents in WLM+EUR (Table 5). 
 
Somatic hybrids apomixis evaluation 
Nucellar and zygotic plantlets were identified by ploidy evaluation and SSR analyzes. Diploid 
parent’s seedlings were all diploid while somatic hybrids seedlings showed different ploidy 
levels (Table 6). In fact, WLM+SRG, WLM+SHO and SRG+MEL showed 10%, 6% and 1% 
triploid plantlets respectively. Moreover, unlike the other somatic hybrids, WLM+SHO and 
WLM+SRG had 6x offspring. This last was also the only somatic hybrid holding a diploid 
plantlet among his progeny. Nevertheless, SRG+COC, WLM+EUR and WLM+PON 
seedlings were completely tetraploids. However, MEL+SHO somatic hybrid has not born 
fruit this year. 
The use of SSR markers coupled with capillary electrophoresis helped to asses the genetic 
origin of these ploidy variations (Table 6). Electrophoretic profiles showed that obtained 
triploids were issued from allofecondation of diploid female gamete by diploid’s pollen. 
Obtained hexaploids showed the same profile as triploids suggesting triploids chromosome 
doubling as responsible for them formation. Finally, the diploid, obtained in WLM+SRG 
seedlings, would be issued from an allofecondation of a haploid viable female gamete (Figure 
1 and 2). 
Thus, COC was the parent with the highest percentage of zygotics while SRG showed the 
lowest. In somatic hybrids, this percentage was intermediate between diploid parents in 
WLM+PON, SRG+MEL and SRG+COC. However, WLM+SRG and WLM+SHO showed 70 
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and 71 % of zygotics, respectively, highly above their fusion parents. Howsoever, 
WLM+EUR seedlings were entirely nucellar.  
 
Discussion 
 
Each studied citrus somatic hybrid exhibited particular flower characteristics. Indeed, the 
majority of these characteristics were intermediate between fusion parents with, sometimes, 
dominance of one of both parents. This was described in several citrus somatic hybrids 
(Kobayashi, et al. 1995). Thus, somatic hybrids involving SRG showed flowers closer to the 
latter while those involving WLM showed flower closest to the second parent.  
Somatic hybrids may express intermediate phenotypes to both parents but also new 
phenotypes, suggesting, respectively, additive and non-additive gene expression (Chen 2007; 
Pumphrey, et al. 2009; Wang, et al. 2005). In fact, some characters displayed by these somatic 
hybrids evoke an additive expression of genes, such as the number of stamens in WLM + 
SRG and SRG + COC. However, other characters suggest a transgressive expression, such as 
flower diameter in WLM+PON and SRG+MEL or petals length in MEL+SHOO and 
WLM+SHO. These changes in floral structure could be also issued from polyploidization 
effects leading to cell volume increase (Cavalier-Smith 1978) and by this way giving birth to 
vegetative and reproductive organs larger than diploid parents (Otto and Whitton 2000).  
Concerning studied pollen, all somatic hybrids showed intermediate values, approaching the 
parent with the lowest value, or lower stainability and germination, compared to their fusion 
parents. Moreover, micropollen pourcentages in the majority of studied somatic hybrids were 
higher than parents. Pollinic behavior of these somatic hybrids was analyzed for further 
utilization as male parents in 2x X 4x crosses for triploid citrus creation (Grosser, et al. 2000). 
Low germinations and stainability rates were consistent with observations made in several 
Citrus somatic hybrids (Grosser, et al. 2000; Ollitrault, et al. 2008). Indeed, Chen et al. (2004) 
observed multivalents and univalents during meiosis in two Citrus somatic hybrids between 
Hamlin Orange+Rough Lemon and Key Lime+Valencia Orange. Multivalents formation 
prevent normal chromosome pairing leading to pollen with intermediate germination (Chen, 
et al. 2004). Furthermore, univalents frequency is negatively correlated to pollen fertility in 
Citrus (Del Bosco, et al. 1999) and positively to micropollen formation (Chen, et al. 2004). 
The wide sexual compatibility between Citrus species could be responsible for this low male 
fertility. These results were in agreement with recent studies of inheritance mode in citrus 
somatic hybrids. In fact, inheritance, at the interspecific and intergeneric level, was neither 
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disomic nor tetrasomic but intermediate, revealing genomic homology between fusion parents 
(Kamiri, et al. Submitted). Nevertheless, low fertility of some fusion parents may explain 
observed somatic hybrids fertilities. Despite a lower male fertility, most citrus somatic 
hybrids are fertile. In contrast, fertility is much more lower or even null in different somatic 
hybrids of higher plants (Harms 1983; Pijnacker, et al. 1992).  
Somatic hybrids female fertility assessment showed that it was either equivalent or 
intermediate approaching the lowest diploid parent, except for WLM+EUR. Dominance of 
SRG was observed at this level in SRG+MEL and WLM+SRG while dominance of WLM 
was observed in WLM+EUR and WLM+PON. Garcia et al. (2000) identified two genomic 
regions containing QTLs operating seed number per fruit and the number of fruits in C. 
volkameriana. Besides, fruit size is showed to be an associated trait to seed and fruit number 
(García, et al. 2000).Thus, several external and physiologic factors as temperature, 
parthenocarpy, or  fruit abscission could influence seed number (Spiegel-Roy and 
Goldschmidt 1996) and then female fertility.  
Polyembryony was variable depending on the studied somatic combinations. In WLM+EUR 
and WLM+PON, polyembryony degree was intermediate between fusion parents close to 
WLM. However, polyembryony degree in WLM+SRG, WLM+SHO, SRG+MEL decreased 
up while fusion parents are highly polyembryonic. SRG+COC showed the lowest degree of 
polyembryony in somatic hybrids as its diploid parent COC, the only strictly monoembryonic. 
The rate of zygotic plantlets in our somatic hybrids and them parent’s seedlings was also 
variable depending the combination. Indeed, the rate of zygotic plantlets in WLM+EUR, 
WLM+PON, SRG+COC and SRG+MEL was intermediate between them diploid parents. 
However, it was strongly higher in WLM+SRG and WLM+SHO (70% and 71% respectively) 
than in WLM, SRG and SHO (7%, 2% and 5% respectively). Generally, zygotic were 
generated at a high frequency from monoembryonic seeds produced by parents or somatic 
hybrids with a low polyembryony degree. A correlation was observed between the 
percentages of zygotics and monoembryonic seeds suggesting existence of a relationship 
between polyembryony and nucellar embryony. These results are in agreement with previous 
results of Garcia et al (1999), assuming that these traits were related since, polyembryonic 
cultivars are apomictic and that reverse is not true. Nevertheless, a differential expression of 
apomixis and polyembryony in our somatic hybrids has been observed. These phenotype 
modifications could be due to polyploidization. In fact, polyploids often show phenotypes not 
present or beyond that of their parents (Levin 1983; Ramsey and Schemske 2002).   
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Theories of apomixis inheritance have evolved over time. Indeed, many genetic models for 
apomixis/mono-polyembryony inheritance have been previously proposed. Parlevliet and 
Cameron (1959) suggested that this character is controlled by a major dominant gene P and 
minor or modifier genes influencing its expression. This model have been revised by 
Cameron and Soost (1979) suggesting a model with two dominant genes P1p1 P2p2. Hong et 
al (2001) proposed that nucellar embryony in Citrus x Poncirus involve two complementary 
genes, A1 and A2 that must be present at the dominant state to produce apomictic seeds. 
Our results followed this last model, supposing two complementary genes controlling these 
two characters, A and B controlling apomixis and C and D controlling mono/polyembryony. 
We suggest that diploid genotypes A_B_ give rise seeds trough apomixis and genotypes C_D_ 
are polyembryonic. 
Using phylogenetic relationships between most of the used species (Nicolosi, et al. 2000), we 
were able to propose a genetic model for apomixis and mono/polyembryony transmission. We 
have deduced that WLM, SRG, and SHO could be genotyped AaBB; MEL, EUR and PON 
could be all genotyped AaBb while COC might be genotyped aaBb. We have suggested that 
genotypes A_BB are highly apomictic compared to A_Bb in diploids. Somatic hybrids, 
WLM+SRG and WLM+SHO were then genotyped AAaaBBBB; SRG+MEL, WLM+EUR and 
WLM+PON were genotyped AAaaBBBb and SRG+COC AaaaBBBb.  
For polyembryony, WLM, SRG, MEL and SHO could be genotyped CcDD while COC, EUR 
and PON could be ccDd, CcDd and CcDd respectively. Somatic hybrids, WLM+SRG, 
WLM+SHO and SRG+MEL were then genotyped CCccDDDD, WLM+EUR and 
WLM+PON genotyped CCccDDDd and finally SRG+COC CcccDDDd. 
When compared to their diploid parents, all studied somatic hybrids were apomictic and 
polyembryonic. However, significantl raise of zygotic percentages in WLM+SRG and 
WLM+SHO were observed compared to their diploid parents. Moreover, polyembryony rates 
in three somatic hybrids WLM+SRG, WLM+SHO and SRG+MEL decreased significantly. 
Using the previous described genetic model, we suggest that in somatic hybrids, high dose of 
alleles B and D are responsible for “feedback effect” on apomixis and polyembryony 
expression respectively, in our somatic hybrids. Indeed, once allele B showed double dose, or 
more, compared to A, zygotic rates in somatic hybrids increased significantly. The same 
observations were made for alleles C and D concerning polyembryony.  
This model remains questionable, till polyploidy is known to increase variations in expression 
levels of genes having allele dosage effects (Osborn, et al. 2003). Furthermore, regulatory 
gene expression networks could be altered by polyploidization (Osborn, et al. 2003). This 
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could lead to an expansion of the range of phenotypes by giving birth to intermediate or even 
transgressive ones (Paterson 2005). 
Whether apomixis is under genetic control, our results are not sufficient to establish a 
complete model of apomixis control. In fact, genetic control of apomixis has been previously 
questioned and supposed to imply epigenetic control  (Carman 1997). Moreover, it has been 
suggested that this epigenetic control is related to polyploidy (Koltunow and Grossniklaus 
2003; Roche, et al. 2001). Thus, polyploidization could be responsible for epigenetic changes 
as observed for Arabidopsis and Brassica allopolyploids (Chen and Pikaard 1997; Madlung, 
et al. 2002; Song, et al. 1995). 
To summarize, studied somatic hybrids, generally, showed intermediate pollen characteristics 
to their fusion parents, while they showed an identical female fertility as one of their diploid 
parents. Polyembryony and apomixis transmissions in somatic hybrids were complex. The 
raise of zygote level in some somatic hybrids could be potentially advantageous for Citrus 
breeding programs. Indeed, in addition to the use of these somatic hybrids as male parents in 
interploidal crosses, for triploid creation, WLM+SRG and WLM+SHO, having potentially 
interesting genetic background, can be used as female parents. These types of sexual crosses 
are known to be more productive of triploids. Next step will consist on analyzing the effect of 
ploidy on apomixis/polyembryony in autetraploid seeds.    
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Figure captions: 
 
Figure 1 : Electropherograms of mCrCIR07D06 loci and PCR based dosage effects of allele 
copy number in WLM, SRG, WLM+SRG, 6x, 3x and 2x hybrids issued from open pollination 
of WLM+SRG somatic hybrid 
 
Figure 2 : Electropherograms of mCrCIR02D11 loci and PCR based dosage effects of allele 
copy number in WLM, SHO, WLM+SHO, 6x and 3x Hybrids issued from open pollination of 
WLM+SHO somatic hybrid 
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Table 1: Studied tetraploid citrus somatic hybrids and them diploid fusion parents 
 
Fusion parent 1 Fusion parent 2 Somatic hybrid 
Willowleaf mandarin (C. reticulata Blanco) "WLM" 2n=2x=18 Pomeroy poncirus (P. trifoliata L) "PON" 2n=2x=18 WLM+PON 
Willowleaf mandarin (C. reticulata Blanco) "WLM" 2n=2x=18 Eureka lemon (C. limon L. Burm) "EUR" 2n=2x=18 WLM+EUR 
Willowleaf mandarin (C. reticulata Blanco) "WLM" 2n=2x=18 Shamouti orange (C.sinensis) "SHO" 2n=2x=18 WLM+SHO 
Star ruby grapefruit (C. paradisi Mactad) "SRG" 2n=2x=18 Willowleaf mandarin (C. reticulate Blanco) "WLM" 2n=2x=18 WLM+SRG 
Star ruby grapefruit (C. paradisi Mactad) "SRG" 2n=2x=18 Mexican lime (C. aurantifolia) "MEL" 2n=2x=18 SRG+MEL 
Star ruby grapefruit (C. paradisi Mactad) "SRG" 2n=2x=18 Corsican citron (C. medica L) "COC" 2n=2x=18 SRG+COC 
Mexican lime (C. aurantifolia)"MEL" 2n=2x=18 Shamouti orange (C.sinensis) "SHO" 2n=2x=18 MEL+SHO 
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Table 2: Characteristics of selected SSR markers used for Nucellar/zygotic hybrids identification in seedlings of studied somatic hybrids and 
them diploid fusion parents  
 
SSR EMBL accesion number Reverse sequence(5’→3’) Forward sequence (5’→3’) Tm (°C) 
mCrCIR02D03 FR692360 GACCATTTTCCACTCAA CAGACAACAGAAAACCAA 55 
mCrCIR02D09 FR677569 ACCCATCACAAAACAGA AATGATGAGGGTAAAGATG 55 
Ci02D11  TGAGTTTCAGTAAGTGTATGAG GAGTTGACCGAGAAGATT 55 
mCrCIR07D06 FR677581 TCAATTCCTCTAGTGTGTGT CCTTTTCACAGTTTGCTAT 55 
mCrCIR01C06 AJ567393 TGGAGACACAAAGAAGAA GGACCACAACAAAGACAG 50 
Ci02C09 FR692359 TCCCCGTCTCCTACC TACTGACTGACCCCACC 50 
mCrCIR03F05 FR692364 TAAAATCCAAGGTTCCA CTAAGGAAGAGTAGAGAGCA 50 
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Table 3: Flower characteristics of studied somatic hybrids and their diploid fusion parents 
Genotypes 
Flower 
diameter (mm) 
Petals length 
(mm) 
Number of 
petals 
Number of 
stamens 
Percentage of 
hermaphrodite flowers 
(%) 
Color 
Flowering period 
(Year days) 
WLM (2x) 4.87 ± 0.1
a
 12.3 ± 0.2
a
 7.3 ± 0.2
b
 13.1 ± 0.5
a
 100 White 115-146 
EUR (2x) 7.06 ± 0.1
b
 19.3 ± 0.3
b
 5.1 ± 0.1
a
 36.8 ± 0.5
c
 16.67 Anthocyane 112-148 
WLM+EUR (4x) 7.68 ± 0.1
c
 19.5 ± 0.3
b
 5 ± 0
a
 29 ± 0.5
b
 50 Anthocyane 115-140 
WLM (2x) 4.87 ± 0.1
b
 12.3 ± 0.2
a
 7.3 ± 0.2
b
 13.1 ± 0.5
a
 100 White 114-146 
PON (2x) 1.7 ± 0.02
a
 31.26 ± 0.6
c
 5 ± 0
a
 22.4 ± 0.7
b
 100 White 55-85 
WLM+PON (4x) 9.31 ± 0.1
c
 23.33 ± 0.6
b
 4.8 ± 0.1
a
 22.2 ± 0.6
b
 100 White 109-136 
WLM (2x) 4.87 ± 0.1
a
 12.3 ± 0.2
a
 7.3 ± 0.2
c
 13.1 ± 0.5
a
 100 White 115-146 
SRG (2x) 7.33 ± 0.1
b
 19.8 ± 0.3
c
 4 ± 0
a
 24.3 ± 0.3
c
 83.33 White 114-141 
WLM+SRG (4x) 7.3 ± 0.1
b
 18.1 ± 0.2
b
 4.6 ± 0.1
b
 18.6 ± 0.2
b
 91.67 White 118-140 
SRG (2x) 7.33 ± 0.1
a
 19.8 ± 0.3
a
 4 ± 0
a
 24.3 ± 0.3
a
 83.33 White 114-141 
COC (2x) 10.6 ± 0.1
c
 26.73 ± 0.5
b
 4.8 ± 0.1
b
 29.8 ± 0.4
c
 100 White 110-138 
SRG+COC (4x) 8.3 ± 0.1
b
 28 ± 0.6
b
 4 ± 0
a
 27.7 ± 0.3
b
 16.67 White 115-140 
MEL (2x) 4.7 ± 0.1
a
 9.5 ± 0.1
a
 5 ± 0
a
 17.1 ± 0.3
a
 100 Anthocyane 114-140 
SHO (2x) 6.62 ± 0.1
c
 17.5 ± 0.5
b
 4.3 ± 0.1
b
 17.7 ± 0.2
a
 100 White 115-146 
MEL+SHO (4x) 5.93 ± 0.1
b
 19.86 ± 0.3
c
 5 ± 0
a
 19.9 ± 0.4
b
 100 Anthocyane 110-138 
SRG (2x) 7.33 ± 0.1
b
 19.8 ± 0.3
c
 4 ± 0
a
 24.3 ± 0.3
b
 83.33 White 114-141 
MEL (2x) 4.7 ± 0.1
a
 9.5 ± 0.1
a
 5 ± 0
a
 17.1 ± 0.3
a
 100 Anthocyane 114-140 
SRG+MEL (4x) 7.8 ± 0.1
c
 17.66 ± 0.3
b
 5 ± 0.3
a
 26 ± 0.4
c
 75 Anthocyane 114-139 
WLM (2x) 4.87 ± 0.1
a
 12.3 ± 0.2
a
 7.3 ± 0.2
b
 13.1 ± 0.5
a
 100 White 115-146 
SHO (2x) 6.62 ± 0.1
b
 17.5 ± 0.5
b
 4.3 ± 0.1
a
 17.7 ± 0.2
b
 100 White 115-146 
WLM+SHO (4x) 6.97 ± 0.1
b
 20.66 ± 0.4
c
 4.4 ± 0.2
a
 19.3 ± 0.4
c
 100 White 117-138 
Data are mean ± SE of three measurements. Different letters (a. b. c) indicate significant differences (a = 5%). Flowering period per days starting the first day of the year 
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Table 4: Percentage of micropollen formed and pollen fertility and size of studied somatic hybrids and its fusion parents 
 
Genotype Pollen stainability (%) pollen germination (%) Pollen size (µm) Micropollen (%) 
SHO 46 ± 0.1
b
 5 ± 0.01 
b
 26.1 ± 0.8
b
 0.8 ± 0.002
c
 
MEL 32 ±  0.07
a
 16 ± 0.03
c
 21 ± 0.6
a
 0
a
 
MEL+SHO 32 ±  0.07
a
 2 ± 0.004
a
 26.5 ± 0.8
b
 0.2 ± 0.001
b
 
COC 78 ± 0.17
c
 76 ± 0.17
c
 32.6 ± 1
b
 0
a
 
SRG 31 ± 0.07 
a
 4 ± 0.008
a
 24.2 ± 0.7
a
 1.2 ± 0.004
b
 
SRG+COC 71 ± 0.16
b
 16 ± 0.04
b
 34.5 ± 1
c
 3 ± 0.005
c
 
WLM 96 ±  0.21
c
 96 ± 0.22
c
 23.8 ± 0.7
a
 0
a
 
SRG 31 ±  0.07
a
 4 ± 0.008
a
 24.2 ± 0.7
a
 1.2 ± 0.004
b
 
WLM+SRG 35 ± 0.07
b
 6 ± 0.01
b
 27.8 ± 0.08
b
 2.4 ± 0.005
c
 
EUR 20 ±  0.04
a
 5 ± 0.01
a
 28.1 ± 0.8
b
 0.4 ± 0.001
b
 
WLM 96 ±  0.21
c
 96 ± 0.22
c
 23.8 ± 0.7
a
 0
a
 
WLM+EUR 26 ± 0.06
b
 11 ± 0.02
b
 28.8 ± 0.9
b
 3.6 ± 0.01
c
 
WLM 96 ± 0.21
c
 96 ± 0.22
c
 23.8 ± 0.7
b
 0
a
 
PON 92 ±  0.21
b
 63 ± 0.14
b
 16.9 ± 0.5
a
 0.2 ± 0.001
b
 
WLM+PON 40 ±  0.08
a
 5 ± 0.01
a
 32.5 ± 1
c
 0
a
 
WLM 96 ±  0.21
c
 96 ± 0.22
c
 23.8 ± 0.7
a
 0
a
 
SHO 46 ± 0.1
b
 5 ± 0.01 
b
 26.1 ± 0.8
b
 0.8 ± 0.002
b
 
WLM+SHO 29 ± 0.06 
a
 2 ± 0.001
a
 33.8 ± 0.8
c
 7.2 ± 0.007
c
 
SRG 31 ± 0.07 
a
 4 ± 0.008
b
 24.2 ± 0.7
b
 1.2 ± 0.004
b
 
MEL 32 ±  0.07
a
 16 ± 0.03
c
 21 ± 0.6
a
 0
a
 
SRG+MEL 37 ± 0.08 
a
 0
a
 29.5 ± 0.6 
c
 8.4 ± 0.008
c
 
 
Data are mean ± SE of three measurements. Different letters (a. b. c) indicate significant differences (a = 5%) 
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Table 5: Average seed number and embryo number per seed in somatic hybrids and its diploid fusion parents 
 
Genotype Number of seeds Number of embryo/seed 
COC 148.7 ± 15.04
c
 1 ± 0
a
 
SRG 1.7 ± 1.34
a
 4.91 ± 0.49
b
 
SRG+COC 60.6 ± 5.7
b
 1.07 ± 0.11
a
 
WLM 11.7 ± 4.27
b
 6.4 ± 0.64
c
 
SRG 1.7 ± 1.34
a
 4.91 ± 0.49
b
 
WLM+SRG 2.2 ± 1.23
a
 1.44 ± 0.15
a
 
EUR 6.7 ± 2.87
a
 1.73 ± 0.17
a
 
WLM 11.7 ± 4.27
b
 6.4 ± 0.64
c
 
WLM+EUR 9.7 ± 1.89
b
 4.27 ± 0.43
b
 
WLM 11.7 ± 4.27
a
 6.4 ± 0.64
b
 
PON 40 ± 6.32
c
 2.04 ± 0.21
a
 
WLM+PON 18.6 ± 2.88
b
 6.31 ± 0.63
b
 
WLM 11.7 ± 4.27
b
 6.4 ± 0.64
c
 
SHO 0.9 ± 0.74
a
 4.91 ± 0.49
b
 
WLM+SHO 1.7 ± 1.34
a
 1.36 ± 0.14
a
 
SRG 1.7 ± 1.34
a
 4.91 ± 0.49
c
 
MEL 5.2 ± 1.48
b
 3.07 ± 0.31
b
 
SRG+MEL 2.4 ± 1.07
a
 1.91 ± 0.19
a
 
 
Data are mean ± SE of three measurements. Different letters (a. b. c) indicate significant differences (a = 5%) 
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Table 6: Ploidy and percentage of zygotics in somatic hybrids and parents seedlings 
 
Seedlings ploidy 
Genotype 
2X 3X 4X 6X 
Percentage of zygotes  
in seedlings 
COC 100% - - - 100% 
SRG 100% - - - 2% 
SRG+COC - - 100% - 95% 
WLM 100% - - - 7% 
SRG 100% - - - 2% 
WLM+SRG 1% 10% 84% 5% 70% 
EUR 100% - - - 53% 
WLM 100% - - - 7% 
WLM+EUR - - 100% - 0% 
WLM 100% - - - 7% 
PON 100% - - - 22% 
WLM+PON - - 100% - 12% 
WLM 100% - - - 7% 
SHO 100% - - - 5% 
WLM+SHO - 6% 91% 3% 71% 
SRG 100% - - - 2% 
MEL 100% - - - 45% 
SRG+MEL - 1% 99% - 18% 
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Figure 1 
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Figure 2 
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IV.2 ORIGINES GENETIQUES DES VARIATIONS DE PLOÏDIE 
DANS LES DESCENDANCES DE CROISEMENTS DE TYPE 2X X 4X 
IMPLIQUANT DES HYBRIDES SOMATIQUES D’AGRUMES  
IV.2.1 Résumé de l’article 
Introduction 
L’obtention de variétés d’agrumes stériles produisant des fruits sans pépins, est l’un des 
principaux objectifs des sélectionneurs d’agrumes. La triploïdie répond à cet objectif 
puisqu’elle entraîne généralement une stérilité mâle et femelle, empêchant toutes 
pollinisations croisées sur des cultivars autoincompatibles. Combinée à la parthénocarpie, la 
triploïdie permet d’obtenir des fruits sans pépin. L’hybridation entre diploïdes et tétraploïdes 
est couramment utilisée dans le règne végétal pour générer des triploïdes. Chez les agrumes, 
elle est en théorie, la méthode la plus appropriée pour obtenir un grand nombre de triploïdes. 
Cependant, peu de tétraploïdes naturels d’agrumes sont disponibles, représentant un frein à 
l’utilisation de cette méthode. L’hybridation somatique entre parents diploïdes a permis de 
solutionner cette problématique, en diversifiant le pool de parents tétraploïdes utilisables dans 
les croisements interploïdaux visant à créer des triploïdes aspermes. 
Toutefois, certaines populations issues de croisements entre diploïdes et tétraploïdes ont 
montré une hétérogénéité au niveau de la ploïdie. En effet, la majorité des plants obtenus sont 
triploïdes mais certains génotypes s’avèrent être diploïdes et tétraploïdes. Afin d’étudier 
l'origine de ces différents niveaux de ploïdie, une analyse de la microsporogenèse ainsi qu’une 
étude à l’aide de marqueurs SSR polymorphes ont été réalisés. 
Matériels et méthodes 
Trois croisements ont été sélectionnés pour leurs variations de ploïdie dans la descendance :  
• Mandarinier “Fortune” (Citrus reticulata Blanco.) (FOM) (2n=2x=18) et l’hybride 
somatique entre mandarinier Willow leaf (Citrus reticulata Blanco.) (WLM) et 
pomelo Star ruby (C. paradisi Mactad) (SRG) « WLM+SRG ». 
• Citronnier “Eureka” (Citrus limon (L) Burm) (EUR) (2n=2x=18) et l’hybride 
somatique entre SRG et cédratier Corse (C. medica L) (COC) « SRG+COC ». 
• EUR et l’hybride somatique entre Limettier Mexicain (C. aurantifolia) (MEL) et 
oranger Shamouti (C. sinensis L) (SHO) « MEL+SHO ». 
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 L’évaluation de la ploïdie réalisée par cytométrie en flux a été complétée par comptage 
chromosomique. Une étude moléculaire par marqueurs SSR polymorphes a ensuite été 
réalisée sur les trois descendances obtenues, par électrophorèse capillaire pour étudier 
l’origine de l’hétérogénéité de ploïdie dans ces descendances. 
 Résultats et discussion 
Les trois croisements réalisés sont caractérisés par un nombre faible de pépins normaux 
comparé au nombre de pépins avortés ou mal formés. 
La majorité des plants obtenus après germination des pépins issus des trois croisements est 
triploïde. Néanmoins, les résultats de la cytomètrie en flux ainsi que le comptage 
chromosomique ont révélés la présence, en plus des triploïdes, de plants diploïdes et 
tétraploïdes. L’utilisation des marqueurs SSR en électrophorèse capillaire a permis de 
déterminer l’origine de ces différences de ploïdie observés. En effet, grâce au dosage allélique 
(MAC-PR) il a été établi que les tétraploïdes obtenus dans les trois croisements sont issus de 
la fécondation d’un gamète femelle non réduit 2n par un pollen diploïde.  
Chez lez les diploïdes, deux origines génétiques distinctes ont été caractérisées. Les diploïdes 
issus des croisements EUR x SRG+COC et EUR x MEL+SHO sont d’origine nucellaire 
tandis que les diploïdes issus du croisement FOM X WLM+SRG sont zygotiques. En effet, 
l’analyse génétique de ces derniers diploïdes a été réalisée à l’aide de 15 marqueurs SSR 
distribués sur huit des neuf groupes de liaison de la carte génétique de la clémentine. Les 
résultats obtenus montrent que ces diploïdes sont issus d’une fécondation entre un gamète 
femelle haploïde et un gamète mâle haploïde. Ainsi, l’hybride somatique tétraploïde 
WLM+SRG a été capable de produire des gamètes haploïdes viables. 
IV.2.2 Article 
Titre: Different genetic events responsible for ploidy variation in Citrus interploidal 
crosses involving Citrus somatic hybrids 
 
Mourad Kamiri, Ikbal Srairi, Dominique Dambier, Bouchra Chaidi, Patrick 
Ollitrault et Yann Froelicher 
Article à Soumettre à Plant Cell Reports 
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ABSTRACT 
 
One of the main objectives of citrus breeders is to obtain sterile mandarin, unable to fertilize 
the others varieties like Clementines and producing seedless fruits. Triploids are response to 
these criteria. One way for triploid creation is sexual cross between diploids and tetraploids. 
However the pool of natural tetraploids on Citrus was restricted and the somatic hybridization 
via protoplast fusion allowed the creation of tetraploid somatic hybrids that can be used as 
male parents in crosses with female diploids to generate triploids cultivars. Among different 
sexual crosses realized, most gave triploid seedling but, three of them presented different level 
of ploidy in progenies. 
These crosses were performed between “Fortune” mandarin and “Willowleaf” mandarin + 
“Star Ruby” grapefruit tetraploid somatic hybrid; “Eureka” lemon and “Star Ruby” grapefruit 
+ “Corsican” citron tetraploid somatic hybrid; “Eureka” lemon and “Mexican” lime + 
“Shamouti” orange tetraploid somatic hybrid. 
Indeed diploid and tetraploid plantlets were also observed in the three progenies. 
In order to evaluate the origin of these diploids and tetraploids, pollinic evaluation of the 
somatic hybrids and a molecular study of the progenies were realized, using SSR markers 
coupled with PCR allele dosage effects. Microsporogenesis study revealed that two somatic 
hybrids “Willowleaf” mandarin + “Star Ruby” grapefruit and “Star Ruby” grapefruit + 
“Corsican” produces significantly higher level of micropollen than them diploid parents. 
Molecular analyzes revealed that tetraploids were issued from a diploid male and an 
unreduced female gametes. SSR study showed that diploids were issued from apomictic 
embryos or from a haploid female gamete and viable haploid male gamete issued from the 
tetraploid somatic hybrid. SSR study suggested that tetraploid somatic hybrids have the ability 
to produce haploid viable gametes owed to meiotic dysfunction during chromosomes pairing 
in the somatic hybrid.   
 
 
Key words: Citrus; somatic hybrids; ploidy; SSR markers, MAC-PR, allele dose, 2n gametes 
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INTRODUCTION 
 
Citrus is the first world fruit production with 124 million tones produced in 2009 (FAOSTAT 
2011). Many constraints as demands and preferences of consumers, resistance on biotic and 
abiotic stresses make it obligatory to adopt different programs for new cultivars development. 
Traditional sexual crossing in higher plants is an extremely regulated system of hybridization. 
However, this mode of hybrid creation in Citrus is limited due to the incompatibility barriers, 
sterility and facultative apomixis (Louzada, et al. 1993; Ollitrault and Jacquemond 1994). 
In terms of quality, one important characteristic for fresh fruit market is seedlessness. Four 
important strategies were adopted for seedlessness, based on creation of self-incompatible 
cultivars, selection of spontaneous or induced sterility (Froneman, et al. 1996), cytoplasmic 
male sterility (Guo, et al. 2004; Yamamoto, et al. 1997) and triploids selection (Ollitrault, et 
al. 1996). 
Production of triploids using tetraploids in interploid crosses is an effective method to obtain 
seedless cultivars (Esen and Soost 1972). Exploiting this method, high proportions of triploid 
plants were obtained using the tetraploid somatic hybrid as female parent (Cameron and 
Burnett 1978). However, (Esen and Soost 1972) had very low proportions of triploids using 
pollen of the tetraploid. Nonetheless, the limit of this method is the low number of Citrus 
natural tetraploids and monoembryonic ones, particularly. The use of colchicines for doubling 
diploids can be used as a strategy to produce tetraploids. However, it produces autotetraploids 
that may limit a combination of useful traits (Wu, et al. 2005). Protoplast fusion by somatic 
hybridization technique is an alternative way to obtain tetraploids with an entire nuclear 
genetic combination of fusion parents (Ollitrault, et al. 2000b). It allows the combination of 
different genotypes, sometimes difficult to hybridize by sexual crossing. In the last fifteen 
years, several hundred Citrus somatic hybrids were produced in many labs around the world 
(Grosser, et al. 1992; Grosser, et al. 2000; Ollitrault, et al. 2000b; Ollitrault, et al. 1996b). 
Many interploid crosses with somatic hybrids were realized to obtain triploid progenies. In 
Citrus, using tetraploids as pollen parent has also been reported to give tetraploids in progeny 
(Esen and Soost 1972; Oiyama, et al. 1991). Furthermore, diploids, triploids and tetraploids 
plants have been obtained in sexual crosses involving Citrus somatic hybrids used to fertilize 
diploid lines (Deng, et al. 1996; Muhammad, et al. 2002; Tusa, et al. 1996). Recently, 
spontaneous tetraploids hybrids have been obtained by interploidal crosses between diploid 
female parent and, in one hand, a citrus allotetraploid somatic hybrid and in the other hand an 
autotetraploid (Ferrante, et al. 2009).  
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In this paper, we present results of crosses between 2 diploids as female parents and 3 
tetraploid somatic hybrids, previously obtained. Instead of obtaining complete triploid 
progenies, different ploidy levels, diploids, triploids and tetraploids, were observed among 
these sexual progenies. To reveal the origin of these different ploidy levels, we have used 
cytological and polymorphic SSR analyzes, conjugated with allele dosage technique, to access 
the gametic constitution of the obtained progenies. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Plant materials 
 
Three fertile somatic hybrids (2n = 4x = 36) were previously obtained by protoplast fusion 
between different diploid parents (Ollitrault, et al. 2000b). Firstly, between diploid (2n = 2x = 
18) Citrus reticulata Blanco (“Willowleaf” mandarin SRA 133) (WLM) and diploid C. 
paradisi Mactad (“Star Ruby” grapefruit SRA 293) (SRG) hereafter referred to as 
WLM+SRG. Secondly, between SRG and diploid C. medica L (“Corsican” citron SRA 613) 
(COC), hereafter referred to as SRG+COC. Finally, between diploid C. aurantifolia 
(“Mexican” lime SRA 140) (MEL) and diploid C. sinensis L. (“Shamouti” sweet orange SRA 
299) (SHO), hereafter referred to as MEL+SHO. In order to obtain triploids, three sexual 
crosses were performed in the San Giuliano Research Station (Corsica, France): 
C. reticulata Blanco (“Fortune” mandarin SRA 31) (FOM) (2n=2x=18) x “WLM + SRG”;  
Citrus limon (L) Burm (“Eureka” lemon SRA 4) (EUR) (2n=2x=18) x  “SRG + COC”;  
Citrus limon (L) Burm (“Eureka” lemon SRA 4) (EUR) (2n=2x=18) x “MEL+SHO”.  
Fruits were collected and seeds were recovered. Seeds were cultivated in vitro in MT medium 
(Murashige and Tucker 1969) with addition of 30 g l
–1
 sucrose and 1 mg l
–1
 GA3. Obtained 
plants were grafted on C. limonia Osbeck (Volkameriana). 
 
Pollen stainability, germinability and size evaluation 
Pollen stainability was used to indicate pollen viability. Fresh anthers of studied somatic 
hybrids and them parents were squashed and stained following Alexander’s method (Palma-
Silva, et al. 2004). Stainability rate was determined using 300 pollen grains per anther (3 
flowers and 3 anthers from each flower were analyzed). Diameters pollen grains were 
measured under a NIKON Eclipse 80i microscope using LUCIA software version 5.0. 
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Pollen germination was measured using solid germination medium (0.8% agar, 0.25% boric 
acid and 200 G/L sucrose). Pollen of 8 flower buds was spread and cultured in dark at room 
temperature. Three replicates were used for each sample and the germination rate was 
calculated on the basis of 300 pollen grains. Experiments were repeated 3 times.   
 
Ploidy level determination 
Ploidy level was determined by flow cytometry. Approximately 0.5 cm2 of plantlet leave was 
chopped with a 0.5 cm2 of C. madurensis (2x) as control in a 250 µl of a nuclei extraction 
buffer (Partec Cystain UV PreciseP). The solution obtained was filtered (pore size of 30 µm) 
to eliminate cell debris. After filtration, 800 µl of staining buffer (Partec, Cystain UV Precise 
P Staining Buffer) was added for DNA staining. The sample was analyzed with UV excitation 
in a Partec flow cytometer (PA-I; Partec, Munster, Germany). 
Chromosome counts were performed using young leaves treated in 0.04% hydroxyquinoline 
for 4 h at room temperature then were fixed for 48h in 3:1 ethanol:acetic acid and stored at 
4°C in 70% ethanol. Chromosome preparation was performed as described in D’Hont et al 
(1996). The chromosomes were counterstained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) 
and were observed under a NIKON Eclipse 80i microscope. 
 
DNA extraction 
DNA extraction, from leaves, was performed by using a modified mixed alkyl trimethyl 
ammonium bromide (MATAB) procedure (Gawel and Jarret 1991). The concentration of 
DNA was determined DNA using Hoechst 33258 protocol. Samples were then diluted with 
MQ sterile Water and stored at -20°C until used. 
 
SSR amplification and analysis 
60 SSR markers, defined in our laboratory (Froelicher, et al. 2008; Luro, et al. 2008), were 
tested using parents, looking for markers showing enough polymorphism between parents. 
Used markers, directly labeled by WELLRED fluorochrome (PA-2(dye2), PA-3(dye3) or PA-
4(dye4), Beckman-Coulter) were synthesized by Sigma-Aldrich 
(http://www.sigmaaldrich.com). PCR reactions were realized in 20 µl with 1x Taq buffer, 1.5 
mM MgCl2, 0.8U Taq DNA polymerase, 10 ng template DNA, 0.2 mM dNTPs, 0.4 µM 
forward primer and 0.4 µM reverse primer. Amplifications were performed, in MWG AG 
Primus 96 plus thermocycler, by 40 PCR cycles (94°C for 5 min, 94°C for 30s, primer 
temperature (50 or 55°C) for 1min, 72°C for 45s then 72°C for 4 minutes). Fragment analysis 
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and allele calling was done using the CEQ 8800 genetic analyzer and software, respectively 
(Beckman Coulter, Fulerton, CA, USA). 
Raw data obtained were analyzed using GenomeLab CEQ8800 Genetic Analysis System 
version 8.0.52. The mobility calibration settings for each dye were done using the default 
settings for the internal size standard. To estimate allele dose, the signal intensity was used, 
because, correlated to the allele dose and so to the allele copy number (Landergott, et al. 
2006).  
 
RESULTS 
 
Somatic hybrids characterization  
Ploidy, chromosome count and molecular characterization were realized for the three somatic 
hybrids (MEL+SHO; SRG+COC and WLM+SRG). Flow cytometry and chromosome 
counting confirmed the presence of 36 chromosomes in each of the three tetraploid somatic 
hybrids (Figure 1).  
Molecular markers were chosen to display polymorphism between the parents of three 
somatic hybrids and enabled us to identify their genomic origin. 19, 20 and 46 SSR primers 
showed enough polymorphism between somatic hybrids parents and exhibited the addition of 
diploid parents alleles in MEL+SHO, SRG+COC and WLM+SRG somatic hybrids, 
respectively. Nevertheless, because they were crossed with “Eureka” lemon 5 SSR markers 
revealed enough allelic polymorphism to analyze EUR X MEL+SHO and EUR X SRG+COC 
progenies, respectively (Table 1). Concerning the third cross, FOM X WLM+SRG, 14 SSR 
markers, localized in eight of the nine linkage groups of the Clementine genetic map 
(Ollitrault, et al. 2011) were selected to reveal the genetic origin of obtained progeny (Table 
1). 
 
Pollen stainability, germinability and size evaluation of somatic hybrids and diploid parents 
WLM+SRG and SRG+COC pollen stability (35% and 71% respectively) was intermediate to 
diploid fusion parents. MEL+SHO pollen stainability was equivalent to that of MEL (Table 
2). 
Pollen germination is described in Table 2. SHO and MEL showed low pollen germination 
(5% and 16%), while that of MEL+SHO was even lower (2%). However, pollen germinations 
of SRG+COC (16%) and WLM+SRG (6%) were intermediate to those of their diploid 
parents. WLM+SRG and SRG+COC average pollen size was higher to that of their fusion 
Résultats et discussion – Origine des variations de ploïdie dans les descendances 2x X 4x   
 
99 
parents while MEL+SHO average pollen size was comaparble to that of SHO. However, 
pollen grain populations, in somatic hybrids, showed an important size variability pictured by 
the presence of different size classes: voluminous, intermediate and small grains. Pollen size 
standard deviations in WLM+SRG was 1.69 and 2.67 times higher than that of SRG and 
WLM respectively, and in SRG+COC, it was 1.25 and 1.63 times higher that of SRG and 
COC respectively. However, pollen size in the third somatic hybrid was homogenous.  
Observed results showed that micropollen percentage in WLM+SRG (Figure 2) and 
SRG+COC (2.4% and 3% respectively) was also higher than their parents, while in 
MEL+SHO (0.33%) it was lower than in its fusion parents (Table 2).  
 
Progenies ploidy analyzes and chromosomes counts  
All the progenies were characterized by a large number of aborted seeds (Table 3). In FOM X 
WLM+SRG cross, a total of 125 seeds were collected. Three types of seeds were found: 55 
fully seeds, 10 partially developed seeds which required in vitro embryo rescue and 60 empty 
seeds. All the fully seeds germinated whereas the partially developed seeds had a low 
germination (only 3 plantlets) even the in vitro embryo rescue. After recovering, flow 
cytometry analysis revealed ploidy heterogeneity in the progeny, with 5 tetraploid, 8 diploid 
and 45 triploid plantlets.  
In EUR X SRG+COC cross, three types of seeds were also observed, 23 fully developed, only 
one partially developed and 20 empty seeds. Twenty four plantlets were obtained in this cross, 
11 of them were triploid, however five samples were tetraploid and eight were diploids. 
In the third cross EUR X MEL+SHO, a total of 21 seeds were collected, 9 fully developed, 2 
partially developed and 10 empty seeds. Flow cytometry analyzes revealed also heterogeneity 
in the progeny ploidy levels. 5 diploid, 5 triploid and only one tetraploid plantlets were 
obtained. 
Chromosome counting on the obtained plantlets confirmed the cytometry results (Figure 3). 
 
Progenies SSR analyzes  
The three crosses showed different ploidy levels in progeny. Different origin of seedling 
progeny may be expected followed by the occurrence of gamete types (x – 2x – 3x) and 
embryo origins (zygotic vs. nucellar).  
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“Fortune” mandarin x “Willowleaf” mandarin + “Star Ruby” grapefruit tetraploid 
somatic hybrid 
The FOM X WLM+SRG progeny showed different ploidy levels. To understand the origin of 
FOM X WLM+SRG progeny, SSR analyzes were realized. 8 SSR markers, that presented 
allelic polymorphism between parents, were selected. The triploid (FTr1) is originated, as 
expected, from haploid female gamete and 2n male one as showed in Table 4. 
SSR analyzes revealed also that obtained tetraploids can be issued from an unreduced 2n 
female and 2n male gametes. Indeed, at mCrCIR01F04a locus, FOM and WLM+SRG were 
genotyped “ac” and “abde” respectively while “F1” tetraploid hybrid, was genotyped “abcc”. 
Indeed, a height peak ratio can be computed between heights in progeny and parentsBecause 
of a low polymorphism between the parents, it was not easy to differentiate between 
tetraploids issued from a 2n female gamete and those that could result from a supposed 3n 
male gamete. Thus, at mCrCIR01F04a locus, FOM and WLM+SRG genotype were “ac” and 
“abde” respectively while “F1” tetraploid hybrid, showed “abcc” as genotype. Indeed, a 
height peak ratio can be computed between heights in progeny and parents. This ratio 
represents an ideal tool to identify alleles with double or triple dose effects. Double dose of 
allele “c” in “F1” leaded to conclude that this hybrid was issued from an unreduced female 
gamete “cc” and a diploid male gamete “ab”. The same observations were realized at 
Ci03B05 locus. In fact, at this locus, FOM and WLM+SRG were genotyped “cc” and “abcd” 
respectively, and triple dose of allele “c” in the five obtained tetraploid hybrids showed 
clearly that they originated from an unreduced female gamete genotyped “cc”.  
Though, WLM+SRG genotype using EST 131 was “abcc” while FOM was “bb”. Three 
tetraploid hybrids showed 3 peaks and the two others only 2 peaks. However, a double dose 
on allele “b” was clearly distinguished in samples F1 (Figure 4), F2 and F4. In tetraploids F3 
and F5 a triple dose effect was observed at allele “b”. These results can suppose that obtained 
tetraploid hybrids were issued from 2n female and 2n male gametes. A 2n female gamete can 
also be supposed as the origin of these tetraploids at Ci03E06, Ci03H05, Ci02C09, Ci02D03, 
Ci07C09 and EST291 loci. 
SSR analysis, using 15 markers distributed in in eight of the nine linkage groups of the 
Clementine genetic map (Ollitrault, et al. 2011), affirmed that the eight diploids detected by 
flow cytometry were zygotic, issued from a haploid viable male gamete. In fact, using SSR 
markers, diploidy was well determined by the number and height of peaks for heterozygous 
samples. “F6” (2x) presented an allele from FOM and a second allele from SRG at five loci 
(mCrCIR01F04a, Ci02C09, Ci02D09, Ci03C08 and EST291). Even so, “F6” hybrid 
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presented WLM alleles at eight other loci (TAA15, Ci03D12a, Ci02D04b, Ci03E06, 
Ci03B05, Ci03H05, Ci07C09 and EST131). At Ci02D03, because of null allele on SRG, and 
at Ci05A04 because of less polymorphism, it was not possible to establish the exact allelic 
origins of F1 at these loci. The same result is observed in “F12” (2x) where null alleles were 
identified in WLM and SRG at Ci03E06, EST291 and Ci02D03 loci. Yet, “F12” hybrid 
showed WLM alleles at five loci (TAA15, Ci03C08, Ci 05A04, Ci03B05 and EST131) and 
SRG alleles at 4 other loci (Ci03H05, Ci02D09, Ci03D12a, Ci02D04b, Ci02C09, Ci07C09 
and mCrCIR01F04a) (Figure 4). The same observations were obtained at the six other diploid 
hybrids and SSR analysis results are summarized in (Table 5).   
As well as they confirmed the diploidy in these eight plantlets, the 15 SSR markers localized 
in eight linkage groups, showed that these diploids possesses WLM and SRG at the different 
studied loci (Table 6). Thus, these diploids have a zygotic origin. 
The use of localized SSR markers, made it possible to observe genetic recombinations in six 
diploid hybrids. Indeed, F9, F12 and F13 showed both WLM and SRG alleles in loci 
belonging to linkage group 2. The same observations were realized for F11 and F13; F6 and 
F13 and F10 in linkage groups 8, 9 and 4 respectively (Table 5). 
 
“Eureka” lemon and “Mexican” lime + “Shamouti” orange tetraploid somatic hybrid 
A total of 11 plantlets were derived from EUR X MEL+SHO. 5 diploids, 5 triploids and 
unique tetraploid plantlets were distinguished in the obtained progeny. To determine the 
origin of these plantlets, their parental genotypes were examined using 5 polymorphic SSR 
between parents (Table 6).  
These markers showed that the obtained triploids were issued from haploid female and diploid 
male gametes. SSR genotyping analyzes, using Ci02D11 (Figure 5), showed that the 
tetraploid hybrid, genotyped “abde”, was issued from the union of an unreduced female 
gamete “bd” and a diploid gamete “ae” issued from MEL+SHO somatic hybrid. EST 241 
genotype of this tetraploid hybrid “abce” demonstrated the same result as in Ci02D11 locus. 
Moreover, according to the number and height of observed peaks in this tetraploid hybrid at 
EST 1525, Ci01H05, and mCrCIR07B05 loci (genotyped “bbdd”, “aacc” and “aabb” 
respectively), double dose effects were detected in the single peaks observed suggesting the 
same origin as observed at Ci02D11 and EST 241 loci. Hence, using the five SSR markers, 
genotypes of the obtained diploids were exactly the same as EUR suggesting their nucellar 
origin.  
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“Eureka” lemon and “Star Ruby” grapefruit + “Corsican” citron tetraploid somatic hybrid 
24 plantlets issued from EUR X SRG+COC cross showed also differences in ploidy level. 
Thus, cytometry analysis revealed that 4 were tetraploids, 11 triploids and 9 diploids. When 
genotyped, all triploids plantlets showed that they were issued from the same origin as in the 
previous crosses, meaning 1n female and 2n male gametes. Effectively, the Ci01H05 
genotype of SRG+COC somatic hybrid was “aacc” and EUR genotype was “b0” when Etr1’ 
was genotyped “abc”. The same observations were realized at the other studied loci (Figure 
5). EUR produced 2n gametes genotyped “b0” causing tetraploid formation (samples: E1’, 
E2’ and E3’) and a 2n gamete genotyped “bb” (sample E4’) (Table 6). In effect, the height of 
peaks was related to the allele dose. Double dose effect was observed in E2’, E3’ and 
E4’tetraploids concerning allele “c” and allele “a” for E1’, when compared the intensity of the 
single alleles “b” and “d” in this locus. By this way, the same result was observed using EST 
1. Indeed, a 2n female gamete genotyped “cc” is responsible for these tetraploid hybrids 
formation. Using Ci06A05b, COC showed only one peak. However peaks ratio in sample E3’ 
(4x) indicates that there was only a single dose for each allele (Figure 5). This result showed 
the presence of null allele in Ci06A05b locus for COC. The same observation was made in 
EST 520 loci in E4’ (4x). Thence, genetic analyzes using these markers suggest that the 
tetraploid hybrids in progeny were due to an unreduced female gamete.  
Diploids were also observed in the progeny of EUR X SRG+COC cross. The SSR analysis 
using Ci06A05b, EST1 and EST520 showed that these diploids have the same genotype as 
EUR. However, because of common allele between EUR and COC at these loci, it was not 
possible to distinguish between nucellars and zygotics in these diploids. Nevertheless, 
Ci01H05, completely polymorphic between COC and EUR, showed that all of these diploids 
have the same genotype as the seed parent revealing their apomictic origin. 
 
DISCUSSION  
 
Genetic events responsible for ploidy variation 
Protoplast somatic hybridization has been used to widen the pool of tetraploids for interploid 
crosses to produce triploid cultivars (Grosser, et al. 2000). In fact, a low set of completely 
developed seed, compared to total seed number, have been observed in the three obtained 
progenies. In citrus interploid crosses (2x X 4x), aborted seeds were first reported by (Esen 
and Soost 1973). Esen et Soost (1971) made a relationship between endosperm embryo ploidy 
and seed size. A normal seed development could be preserved if a ratio 2:3 between the 
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embryo and endosperm ploidies is respected (Esen and Soost 1973). Abortion of triploid 
embryos was reported as being due to altered embryo/endosperm (EBN) ratio (Esen and Soost 
1973). 
In studied crosses, majority of triploids were obtained but also few diploids and tetraploids. 
The aim of this work was to identify the origin of obtained diploids and tetraploids. Thereby, 
cytometric analysis and SSR markers allowed us to characterize this progeny becoming from 
2x X 4x crosses. The use of MAC-PR (microsatellite DNA allele counting-peak ratio) method 
was very helpful to determine the allelic structure in the obtained progenies. Indeed, it 
allowed estimation of the allelic copy number and by this way identification of differential 
amplification intensities in polyploids (Cuenca, et al. submitted; Esselink, et al. 2004) and 
identification of ploidy levels variations in the obtained progenies. 
Obtained results demonstrated that 2n female gametes were responsible for tetraploids 
formation in EUR x SRG+COC and EUR x MEL+SHO progenies. Since the first interploid 
sexual cross using a somatic hybrid (Oiyama, et al. 1991), the majority of progeny issued was 
triploid, some rare tetraploid were also identified as deriving from a 2n female gamete 
(Ferrante, et al. 2009). In the other cross, FOM x WLM+SRG, only “F12” hybrid showed 
clearly its origin: 2n female gamete clearly identified at mCrCIR01F04a locus. In fact, 
Fortune mandarin (C. reticulata Blanco) is known to be a complete monoembryonic mandarin 
with a high rate of 2n gamete producing (Cuenca, et al. accepted). This can be correlated with 
the SSR analysis of the tetraploid hybrids obtained in FOM x WLM+SRG cross; they can be 
issued from diploid seed parent gamete. 2n gametes formation can take place during abnormal 
meiosis stages. 2n gametes can be produced during first division restitution (FDR) by a failure 
in spindle formation that inhibits chromosome migration and normal disjunction at meiosis II. 
They can also be a result of second division restitution (SDR) leading to normal separation of 
homologous chromosomes and no cell plate formation to separate sister chromatids (Chen, et 
al. 2008). Moreover, Bretagnolle and Thompson (1995) mentioned that FDR and SDR may 
occur concurrently in single plant species. 2n gametes formation is considered as an important 
way of polyploidization (Gallo, et al. 2007). Their formation modes can be determined by 
computing frequencies of maternal heterozygosity restitution in the progeny. Though, this was 
not possible because of the low number of tetraploids in the three progenies. Recently, 
Cuenca et al (submitted) evaluated the mechanism for 2n megagametophyte production in 
FOM and assumed that SDR was responsible for 2n gametes formation in this mandarin. 
The use of SSR markers allowed also checking out the genetic origins of the obtained diploid 
plants. Certainly, the use of entirely polymorphic markers between parents is perfection; 
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however allele dose, displayed as peak heights, make it easy to identify tetraploids genotypes 
in a three or two peaks chromatographs. 
Diploids issued from EUR X MEL+SHO and EUR X SRG+COC crosses had the same 
genotypes as EUR, meaning they were originated from nucellar embryos. Nonetheless, Deng 
et al (1996) and Tusa et al (1996) observed diploids in progeny of an interploid crosses. 
Obviously, Hwang (1991) and Perez-Tornero and Porras (2008) indicated that lemon is not 
completely monoembryonic (around 56 %). In fact, EUR could be classified as having a 
limited or moderated polyembryony. Partial polyembryony on EUR, resulting in apomictic 
seedlings, could be causative for diploids apparition in progenies of EUR X SRG+COC and 
EUR X MEL+SHO crosses.  
Otherwise, zygotic diploids were detected using SSR markers and allele dose in FOM x 
WLM+SRG. SSR analysis of the eight diploids descended from FOM X WLM+SRG 
revealed that they were not issued from nucellar embryos. Assuredly, these diploids possess 
alleles from both WLM and SRG alleles at different loci. For a given individual, alleles of 
WLM and SRG were observed at different loci in eight linkage groups. This result suggests 
that WLM+SRG tetraploid somatic hybrid is able to produce viable haploid pollen that could 
be micropollen observed during WLM+SRG microsporogenesis. By crossing diploid pearl 
millet with near tetraploids male parent, in order to determine the chromosomal characteristics 
of obtained progeny, 10 diploids have been obtained (Dujardin and Hanna 1990). In potato, 
Hanneman and Peloquin (1968) observed that 3,3 % of a progeny of 676 individuals issued 
from 2x X 4x cross, was diploid. Obtaining diploids in this cross suggests monoploid pollen 
production by the male parent. Anyway, chromosome numbers observed in young 
microspores of this near tetraploid showed different ploidy levels.  
This result validates different cytogenetic and microsporogenesis studies in Citrus somatic 
hybrids that showed high frequencies of micropollen and abnormal tetrads with many laggard 
chromosomes (Deng, et al. 1996; Kamiri, et al. Submitted). The use of SSR markers coupled 
with MAC-PR technique was an authentic way to determine the allelic configurations, and by 
this way the origin of 2x and 4x obtained by 2x X 4x in Citrus. 
 
Pollen viability 
WLM+SRG and MEL+SHO somatic hybrids exhibited intermediate germination and 
stainability rates between their fusion parents. However, MEL+SHO showed a lower 
germination rate (only 2%). Indeed, several citrus allotetraploid somatic hybrids were 
described to have intermediate pollen fertility levels (Chen, et al. 2004; Deng, et al. 1995).  
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Low germinations and stainability rates were consistent with observations made in several 
Citrus somatic hybrids (Grosser, et al. 2000; Ollitrault, et al. 2008). In fact, Chen et al. (2004) 
observed multivalents and univalents during meiosis in two Citrus somatic hybrids between 
Hamlin Orange+Rough Lemon and Key Lime+Valencia Orange. Multivalents formation 
prevent normal chromosome pairing leading to pollen with intermediate germination (Chen, 
et al. 2004). Furthermore, univalents frequency is negatively correlated to pollen fertility in 
Citrus (Del Bosco, et al. 1999) and positively to micropollen formation (Chen, et al. 2004). 
Variability in pollen size characterized the studied somatic hybrids. In fact, the rate of 
micropollen in WLM+SRG and SRG+COC was higher than their fusion parents, as observed 
for Hamlin sweet orange + Rough Lemon and Key lime + Valencia sweet orange somatic 
hybrids (Chen, et al. 2004). These micropollen grains are usually aneuploid (El Maâtaoui and 
Pichot 2001). Indeed, it was already established that the pollen diameter is positively 
correlated with DNA content and therefore ploidy level (El Maâtaoui and Pichot 2001). This 
could be causative of the high rate of aborted seeds (Ib 1984). Therefore, in our somatic 
hybrid, none correlation could be established between the increasing micropollen rate and 
diploid progenies. No aneuploid have been observed.  
 
CONCLUSION 
Citrus somatic hybrids furnish a great potential for transfer of interesting characters from 
fusion parents and lead to an interesting triploid progeny when used in interploid crosses. In 
theory, a 2x X 4x cross in Citrus must produce an entire triploid progeny. After all, differents 
ploidy levels were observed by flow cytometry. The use of SSR markers was extremely 
helpful to determine the origins of these different ploidy levels. Even if SSR markers used 
weren’t different between parents (can’t be unequivocally tracked in progeny), allele dose in 
capillary electrophoresis was an effective and useful technique allowing to confirm ploidy 
results and to find out the donor parent responsible for tetraploids in progeny. These 
tetraploids were due to nuclear restitution during meiosis producing 2n female gametes. 
Partial polyembryony on EUR, resulting in nucellar seedlings, was causative for diploids 
apparition in progenies of EUR X SRG+COC and EUR X MEL+SHO. Otherwise, Zygotic 
diploids were detected using SSR markers and allele dose in the third cross. These diploids 
present both WLM and SRG alleles at different loci. These results suggest that a tetraploid 
somatic hybrid is able to produce viable haploid gametes. 
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Figure Captions: 
 
Figure 1:  Flow cytometer analysis of 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-stained Citrus 
nuclei. 1: histogram of diploid Citrus C. madurensis (2x), 2: histogram of WLM + SRG 
somatic hybrid (4x). 
Figure 2: Tetraploid somatic hybrids and fusion parents pollen stainability (20x): micropollen 
grains are observed in WLM+SRG (arrows)  
Figure 3: Mitotic chromosome counts from young leaves preparation of tetraploids and 
diploid samples from the progeny of FOM x WLM+SRG cross. a and b : 36 and 18 
chromosomes are counterstained, respectively, with DAPI.  
Figure 4: Chromatographs of 4 SSR markers detected in parents (FOM, WLM, SRG, 
WLM+SRG somatic hybrid), a tetraploid (F1) and diploids (F6 and F12) issued from FOM X 
WLM+SRG obtained progeny.  
Figure 5: Chromatographs of an SSR marker detected in parents and the interploidal progeny.                     
A) Ci02D11genotypes of EUR, MEL, SHO, MEL+SHO somatic hybrid, a tetraploid (E1’’) a 
triploid (E Tr1’) and diploid (E2’’) issued from the obtained progeny. The tetraploid (E1’’) is 
issued from a 2n female gamete and a 2n male pollen (allele from MEL and allele from SHO). 
(E2’’) has only EUR alleles due to its nucellar origin and finally, as expected, E Tr1’ is 
obtained using a haploid female and a 2n male gametes. B) Ci06A05b genotypes of EUR, 
SRG, COC, SRG+COC somatic hybrid, a tetraploid (E3’) due to an unreduced female gamete 
a nucellar diploid (E5’) and a triploid (E Tr1’’).   
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Table 1: Characteristic of SSR markers used for FOM X WLM+SRGEUR X SRG+COC and EUR X MEL+SHO progenies molecular study 
 
Markers 
Linkage 
group 
EMBL 
accesion 
number 
Tm °C Primer sequence (5′–3′) Alleles and product size 
FOM X WLM+SRG     FOM WLM SRG 
R: CTTCCCAGCTGCACAAGC 
TAA15 1 (Kijas, et 
al. 1997) 55 F: GAAAGGGTTACTTGACCAGGC 
cd(192-
204) 
cd(192-
204) 
ab(165-
188) 
R: AATGATGAGGGTAAAGATG 
mCrCIR02D09 2 FR677569 55 
F: ACCCATCACAAAACAGA 
bd(230-
238) 
cd(236-
238) 
ab(226-
230) 
R: CAGAGACAGCCAAGAGA 
mCrCIR03C08 2 FR677576 55 
F: GCTTCTTACATTCCTCAAA 
c0(225) ac(207-225) bb(211) 
R: TACCTCCACGTGTCAAACCA 
EST 131 3 FC912428 55 
F: GCTGTCACGTTGGGTGTATG 
bb(159) bc(159-165) ac(154-165) 
R: GCCATAAGCCCTTTCT 
mCrCIR03D12a 4 FR677577 50 
F: CCCACAACCATCACC 
cc(216) ad(251-280) 
bc(253-
261) 
R: CTCTCTTTCCCCATTAGA 
mCrCIR02D04b 4 FR677564 50 
F: AGCAAACCCCACAAC 
cc(209) ad(199-229) 
bc(201-
209) 
R: AAACGAGACAAGACCAAC 
Ci05A04 5 FR692372 55 
F: TATCAAACTCCCCTCACT 
bb(267) ab(264-267) aa(264) 
R: CAGACAACAGAAAACCAA 
Ci02D03 7 FR692360 55 
F: GACCATTTTCCACTCAA 
ac(298-310) ad(298-317) b0(303) 
R: AATACACCCTTCAAATCC 
Ci03E06 7 FR692363 55 
F: CTCCTAACAGATTTCATTACTC 
ab(133-137) bb(137) ac(133-139) 
R: AAGCATTTAGGGAGGGTCACT 
mCrCIR01F04a 8 AM489736 55 
F: TGCTGCTGCTGTTGTTGTTCT 
ac(206-219) bd(217-222) ae(206-228) 
R: TACTGACTGACCCCACC 
Ci02C09 8 FR692359 50 
F: TCCCCGTCTCCTACC 
bc(267-273) cc(273) ab(256-267) 
R: CGCACTTGGCTTTCACAT 
EST 291 9 FC886050 55 
F: TCAATCAAGAAAAGAAAAGTCAGC 
ab(198-206) c0(209) ab(198-206) 
R: GACCCTGCCTCCAAAGTATC 
Ci07C09 9 AJ567410 55 
F: GTGGCTGTTGAGGGGTTG 
aa(259) ac(259-269) bd(265-275) 
R: CTTGAGGTTGAGCAGAA 
Ci03B05 #  55 
F: GCAGGAGAAATGGCTA 
cc(216) cd(216-224) ab(197-205) 
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EUR X SRG+COC EUR SRG COC 
 R: TGCTAGCCTGCTAGGGACTC 
EST 241 
 
FC907629 55 
F: TGGCTTCCAAATCACATCAA 
ad(131-144) ce(143-147) ab(131-137) 
 R: CTCTGATATTCCCAAAGCCG 
EST 520 
 
FC879546 55 
F: AAGCACGTTATCGGGATCTG 
ab(270-278) c0(284) b0(278) 
 R: CAAGCCTCTCTCTTTAGTCCCA 
EST 1 
 
FC916860 55 
F: AGTTCTTTGGTGCTTCAGGC 
ce(190-206) ab(182-186) de(201-205) 
 R: AAAACAACCAAAAGGACAAGATT 
Ci01H05 
 
AJ567401 55 
L: TTCAAACTAAACAAACCAACTCG 
b0(120) aa(118) cc(148) 
 R: TCTCTGGTTGGTTTTTGTGA 
Ci06A05b 
 
AJ567407 50 
F: ATGATGAAAAGCAAGGGG 
cc(217) ad(209-247) bb(215) 
EUR X MEL+SHO     EUR MEL SHO 
 R: TGCTAGCCTGCTAGGGACTC 
EST 241 
 
FC907629 55 
F: TGGCTTCCAAATCACATCAA 
ae(131-144) bc(137-141) cd(141-144) 
 R: GCGCGATCACTCTCTTTCTT 
EST 1527 
 
FC882653 55 
F: ATCGGGTTTGGATTAGGGAC 
bd(133-142) cd(140-142) aa(131) 
 R: AAAACAACCAAAAGGACAAGATT 
Ci01H05 
 
AJ567401 55 
F: TTCAAACTAAACAAACCAACTCG 
c0(120) aa(116) bb(118) 
 R: GAGTTGACCGAGAAGATT 
Ci02D11 
 
 55 
F: TGAGTTTCAGTAAGTGTATGAG 
bd(195-203) af(192-227) ce(199-219) 
 R: TTTGTTCTTTTTGGTCTTTT 
mCrCIR07B05 
 
AM489747 50 
F: CTTTTCTTTCCTAGTTTCCC 
aa(221) bb(228) cd(240-267) 
 
F: forward primer 
R: reverse primer 
Tm: Optimum annealing temperature 
a. b. c. d. e. f: First letter. in alphabetical order. given to alleles correspond to the smallest size 
0: null allele 
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Table 2: Percentages of micropollen, pollen stainability. germinability and size of the three studied somatic hybrids and their fusion parents 
 
Genotype Stainability (%) Germination (%) pollen size (µM) Pollen size standard deviation Micropollen (%) 
WLM 96 ±  0.21c 96 ± 0.22c 23.8 ± 0.7a 4 E-05 0a 
SRG 31 ±  0.07a 4 ± 0.008a 24.2 ± 0.7a 6.34E-05 1.2 ± 0.004b 
WLM+SRG 35 ± 0.07b 6 ± 0.01b 27.8 ± 0.8b 1.07E-04 2.4 ± 0.005c 
COC 78 ± 0.17c 76 ± 0.17c 32.6 ± 1b 4.86E-05 0a 
SRG 31 ± 0.07 a 4 ± 0.008a 24.2 ± 0.7a 6.34E-05 1.2 ± 0.004b 
SRG+COC 71 ± 0.16b 16 ± 0.04b 34.5 ± 1c 7.95E-05 3 ± 0.005c 
SHO 46 ± 0.1b 5 ± 0.01 b 26.1 ± 0.8b 4.56E-05 0.8 ± 0.002c 
MEL 32 ±  0.07a 16 ± 0.03c 21 ± 0.6a 4.16E-05 0a 
MEL+SHO 32 ±  0.07a 2 ± 0.004a 26.5 ± 0.8b 4.23E-05 0.2 ± 0.001c 
 
 
Data are mean ± SE of three measurements. Different letters (a. b. c) indicate significant differences (a = 5%) 
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Table 3: Seed set and development in the three 2x X 4x crosses 
 
 
 
Number of plantlets 
♀ Parent 2x ♂ Parent 4x 
Number of 
obtained fruits 
Number of 
2x 3x 4x 
Total of 
obtained 
plantlets 
normal seeds 55 7 43 5 55 Fortune 
mandarine 
(C. reticulata 
Blanco) 
« FOM » 
Willow leaf 
mandarin (C. 
deliciosa)+Star 
Ruby Grapefruit 
(C. paradisi 
Mactad) 
« WLM+SRG » 
25 
partially 
developed 
10 1 2 0 3 
normal seeds 23 9 11 3 23 Eureka lemon 
SRA 4 (Citrus 
limon (L) 
Burm) 
« EUR » 
Star Ruby 
Grapefruit(C. 
paradisi 
Mactad)+Corsica
n citron              
(C. medica L.) 
« SRG+COC » 
9 
partially 
developed 
1 0 0 1 1 
normal seeds 9 4 5 0 9 
Eureka lemon 
SRA 4 (Citrus 
limon (L) 
Burm) 
« EUR » 
Mexican lime (C. 
aurantifolia)+ 
Shamouti orange 
(C. sinensis L.) 
« MEL+SHO » 
6 
partially 
developed 
2 1 0 1 2 
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Table 4: Allelic configuration of a triploid and the 5 tetraploid plantlets obtained in the progeny of FOM X WLM+SRG progeny at 9 loci. 
 
    
SSR Genotypes 
Sample Ploidy Ci03E06  Ci03B05  Ci02D03  EST131  Ci02C09 EST 291  Ci07C09  mCrCIR01F04a 
FOM 2 ab cc ac bb bc ab aa ac 
WLM 2 b0 cd ad bc cc c0 ac bd 
SRG 2 ac ab b0 ac ab ab bd ae 
WLM+SRG 4 ab0c abcd ab0d abcc abcc abc0 abcd abde 
FTr1 3 abb ccd ad0 bac bcc abb aac ade 
F1 4 aabb accc acd0 abbc abcc aab0 aacd abcc 
F2 4 bbc0 bccc acd0 abbc bccc abbc aaab aabc 
F3 4 bbc0 bccc abc0 abbb bccc abbc aaab aace 
F4 4 aab0 accc acd0 abbc abcc aab0 aacd aade 
F5 4 bbb0 accc acd0 abbb bbcc aaac aaab aacd 
 
 
FOM: Fortune mandarine (C. reticulata Blanco) 
WLM : Willow leaf mandarin (C. deliciosa) 
SRG: Star Ruby Grapefruit (C. paradisi Mactad) 
WLM+SRG: Somatic hybrid 
F Tr1: Triploid sample issued from the F OMx WLM+SRG cross 
a. b. c. d. e. f: First letter. in alphabetical order. given to alleles correspond to the smallest size. 
0: null allele 
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Table 5: Allelic configuration of diploid plantlets obtained in FOM X WLM+SRG progeny at 14 loci localized in eight linkage groups in a 
Clementine map. 
 
 
    
SSR Genotypes 
  
Linkage Group 1 2 2 3 4 4 5 7 7 8 8 9 9 # 
Sample Ploidy TAA15 Ci02D09 Ci03C08 EST131 Ci03D12a Ci02D04b Ci05A04 Ci03E06 Ci02D03 Ci02C09 mCrCIR01F04a EST 291 Ci07C09 Ci03B05 
FOM 2 cd bd c0 bb cc cc bb ab ac bc ac ab aa cc 
WLM 2 cd cd ac bc ad ad ab b0 ad cc bd c0 ac cd 
SRG 2 ab ab bb ac bc bc aa ac b0 ab ae ab bd ab 
WLM+SRG 4 abcd abcd abbc abcc abcd abcd aaab ab0c ab0d abcc abde abc0 abcd abcd 
F6 2 cd bb b0 bb cd cd ab bb or b0 aa or a0 bb ac ab aa cc 
F7 2 cd bb bc ab cc bc ab aa or a0 ab bb aa aa or a0 ac bc 
F8 2 bd bd bc bc cd ac ab ab ac cc cd aa or a0 ad cc 
F9 2 bd cd bc bc cd cd ab bb or b0 cd bc ab bb or b0 ac cc 
F10 2 bd bd b0 bb cd cc bb bc bc bc ad ab ad cd 
F11 2 bd bb bc bb cd cd ab ab c0 cc ce ab ad ac 
F12 2 cd bb ac bb bc bc bb aa or a0 aa or a0 bb ae bb or b0 ad cc 
F13 2 bc bc b0 bc cd cd bb ab bc bb bc ab ac cd 
 
 
 SRG alleles 
 WLM alleles 
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Table 6: Allelic configuration of diploid and tetraploid plantlets obtained in EUR X 
SRG+COC and EUR X MEL+SHO at 5 loci each.  
 
      
SSR Genotypes 
  
Sample Ploidy EST 241 EST 520 EST 1 Ci01H05 Ci06A05b 
EUR X SRG+COC EUR 2 ad ab ce b0 bc 
 
SRG 2 ce cc ab aa ad 
 
COC 2 ab b0 de cc b0 
 
SRG+COC 4 abce b0cc abde aacc ab0d 
 E1' 4 aacd bbcc bccd aab0 bbcc 
 E2' 4 abcd abb0 acce bcc0 abc0 
 E3' 4 bdde abcc acce bcc0 abc0 
 E4' 4 abcd abc0 ccde bbcc abc0 
 
ETr1’ 3 abc abc abc abc aab 
 E5' 2 ad ab ce b0 bc 
 E6' 2 ad ab ce b0 bc 
 E7' 2 ad ab ce b0 bc 
 E8' 2 ad ab ce b0 bc 
 E9' 2 ad ab ce b0 bc 
 E10' 2 ad ab ce b0 bc 
 E11' 2 ad ab ce b0 bc 
 E12' 2 ad ab ce b0 bc 
 E13' 2 ad ab ce b0 bc 
      
EST 241 EST 1527 Ci01H05 Ci02D11 mCrCIR07B05 
EUR X MEL+SHO EUR 2 ae bd c0 bd aa 
 
MEL   2 bc cd aa af bb 
 
SHO 2 cd aa bb ce cd 
 
MEL+SHO 4 bccd aacd  aabb acef bbcd 
 E1'' 4 abce bbdd aabb  abde aabb 
 
ETr1“ 3 abd abc aac abf abc 
 E2'' 2 ae bd c0 bd aa 
 E3'' 2 ae bd c0 bd aa 
 E4'' 2 ae bd c0 bd aa 
 E5'' 2 ae bd c0 bd aa 
  E6'' 2 ae bd c0 bd aa 
 
EUR: Eureka lemon SRA 4 (Citrus limon (L) Burm) 
SRG : Star Ruby Grapefruit (C. paradisi Mactad) 
COC: Corsican citron (C. medica L.) 
MEL: Mexican lime (C. aurantifolia) 
SHO: Shamouti orange (C. sinensis L.) 
SRG+COC and MEL+SHO: Somatic hybrids 
EUR Tr1’ and EUR Tr1“: Triploids issued respectively from EUR x SRG+COC and EUR x MEL+SHO crosses 
a. b. c. d. e. f: First letter. in alphabetical order. given to alleles correspond to the smallest size. 
0: null allele 
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 Figure 1 
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Figure 2 
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IV.3 ETUDE DE LA SEGREGATION ALLELIQUE CHEZ UN 
HYBRIDE SOMATIQUE INTERSPECIFIQUE ENTRE CITRUS 
RETICULATA ET CITRUS LEMON  
IV.3.1 Résumé de l’article 
Introduction 
L’hybridation somatique est devenue une composante très importante des programmes de 
création variétale chez les agrumes à travers le monde. Cette technique a augmenté 
considérablement le nombre de polyploïdes, en particulier les tétraploïdes. Ces hybrides 
peuvent être intra ou interspécifique, voire même intergénérique. De nombreux croisements 
ont été réalisés entre diploïdes et hybrides somatiques interspécifiques tétraploïdes en vue 
d’obtenir des triploïdes. En effet, les triploïdes possèdent un potentiel commercial 
considérable en raison de l’absence de pépins. Au niveau mondial, la sélection de cultivars 
triploïdes prometteurs est, par conséquent, considérée comme un axe prioritaire par les 
sélectionneurs.   
La création de ce matériel innovant soulève de nouvelles questions de recherche sur le 
comportement méiotique de ces hybrides somatiques ainsi que sur la structure génétique fine 
des gamètes produits. L’objectif de notre travail est d’étudier le comportement méiotique et le 
mode de ségrégation allèlique chez un hybride somatique interspécifique allotétraploïde 
d’agrumes entre le mandarinier Willow leaf (Citrus deliciosa Ten.) et le citronnier Eureka 
(Citrus limon (L.) Burm.). Pour ce faire nous avons réalisé une étude histologique de la 
méiose couplée à une analyse de la ségrégation allélique à l’aide de marqueurs moléculaires 
d’une population triploïde issue d’un croisement de notre hybride somatique avec des fleurs 
de pamplemoussiers Chandler (C. maxima). Ce travail doit permettre de mieux prédire la 
constitution génétique des hybrides triploïdes. 
 Matériels et méthodes 
L’étude de la méiose a été réalisée sur des anthères provenant de boutons de fleurs de 
l’hybride somatique mandarinier Willow leaf (Citrus reticulata Blanco.) et le citronnier 
Eureka (Citrus limon (L.) Burm appelé WLM+EUR. Les boutons floraux ont été récoltés à un 
stade de développement se rapprochant le plus de la méiose soit une taille de 4-5mm. L’étude 
de la ségrégation allèlique a été réalisée sur une descendance issue d’un croisement entre 
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Pamplemoussier Chandler Citrus maxima (Burm.) Merr (CH) et l’hybride somatique 
WLM+EUR. L’évaluation de la ploïdie de la descendance obtenue a été effectuée par 
cytométrie en flux et confirmée par comptage chromosomique. En raison de leur nature co-
dominante et du polymorphisme important, les marqueurs Simple Sequence Repeats (SSR), 
ont été utilisés pour la caractérisation moléculaire de cette descendance. 
Résultats et discussion 
L'analyse cytogénétique de la méiose de l’hybride somatique est caractérisée par la présence 
de différentes configurations chromosomiques. Les bivalents représentent la configuration 
majoritaire (76%) suivis des tétravalents (11%). 114 plants ont été obtenus après germination 
des pépins extraits et se sont révélés tous triploïdes. 17 marqueurs polymorphes entre les 
parents ont été sélectionnés pour l'étude de la ségrégation. L’analyse statistique des données 
est réalisée par une approche basée sur un calcul de vraisemblance. Les résultats de 
caractérisation moléculaire de 114 individus triploïdes issus du croisement CHA X 
WLM+EUR montrent une ségrégation intermédiaire et tétrasomique sur les différents loci 
étudiés. Ces résultats pourraient être liés aux parents, génétiquement proches, de l’hybride 
somatique. Ainsi, l’hétérozygotie intra et interparentale va pouvoir être transmise via les 
gamètes de l’hybride somatique. Le nombre de combinaisons alléliques est très élevé avec ce 
mode de ségrégation et doit être pris en considération lors de la mise en œuvre des stratégies 
de créations de triploïdes à des fins d’amélioration variétale. 
IV.3.2 Article 
Titre: Evidence for non-disomic inheritance in a Citrus interspecific tetraploid somatic 
between C. reticulata and C. lemon hybrid using SSR markers and cytogenetic analysis 
 
Mourad Kamiri, Marc Stift, Ikbal Srairi, Gilles Costantino, Abdelhamid El 
Moussadik, Frédéric Bakry, Patrick Ollitrault et Yann Froelicher 
 
    Plant Cell Reports. Article soumis  
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ABSTRACT 
Artificial tetraploid somatic hybrids have been developed for sterile triploid citrus breeding by 
sexual hybridization between diploid and tetraploid somatic hybrids. The genetic structure of 
diploid gametes produced by tetraploid genotypes depends on the mode of chromosome 
association at meiosis. In order to evaluate tetraploid inheritance in a tetraploid interspecific 
somatic hybrid between mandarin and lemon, we performed segregation studies using 
cytogenetic and SSR molecular markers. Cytogenetic analysis of meiosis in the somatic 
hybrid revealed 11% tetravalents and 76% bivalents. Inheritance of the tetraploid hybrid was 
analyzed by genotyping the triploid progeny derived from a cross between a diploid pummelo 
and the tetraploid somatic hybrid, in order to derive genotypes of the meiospores produced by 
the tetraploid. A likelihood-based approach was used to distinguish between disomic, 
tetrasomic, and intermediate inheritance models and to estimate the double reduction rate. In 
agreement with expectations based the cytogenetic data, marker segregation was largely 
compatible with tetrasomic and inheritance intermediate between disomic and tetrasomic, 
with some evidence for preferential pairing of homoeologs chromosomes This has important 
implications for the design of breeding programs that involve tetraploid hybrids, and 
underscores the need to consider inheritance models that are intermediate between disomic 
and tetrasomic. 
 
Keywords: Citrus, Somatic hybridization, tetraploid, meiotic configuration, intermediate 
inheritance, SSR markers 
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INTRODUCTION 
Polyploidization is an important step in the evolution of many flowering plants (Adams and 
Wendel 2005; Otto and Whitton 2000; Soltis, et al. 2004; Soltis and Soltis 2000). New 
reproductively isolated plant taxa can arise almost instantaneously through genome 
duplication. Most crop plants have an allopolyploid history (Udall and Wendel 2006) and 
originated from hybridization between divergent species or lineages. The allopolyploid 
genome consists of two sets of homoeologous chromosomes (one derived from each ancestral 
lineage). At the meiotic level, this results in bivalent pairing configurations in which 
chromosomes from one ancestral lineage only pair with their homologs from the same 
ancestral lineage (Ramsey and Schemske 2002; Soltis and Soltis 1993; Sybenga 1996; Udall, 
et al. 2005). This gives no opportunities for recombination between the diverged genomes, 
and in particular, allelic combinations will never be transmitted to offspring (i.e., inheritance 
is disomic). As a result, progeny will display fixed heterozygosity at any locus that was 
polymorphic between the ancestral lineages. This may be useful for breeders, as it means that 
crops can be true-bred for hybrid traits.  
If polyploids originate from hybridization between lineages that are not divergent enough to 
result in strict preferential pairing, pairing between divergent homoeologs is possible. This 
gives opportunities for intergenomic recombination. Depending on the degree of preferential 
pairing, specific allelic combinations may be underrepresented, but unless some are not 
viable, all possible allelic combinations will be transmitted to the offspring (i.e. inheritance is 
not disomic, but intermediate between disomic and polysomic). This may be useful for 
breeders, as recombination and transgressive segregation may produce novel phenotypes 
(Rieseberg, et al. 1999) that can be selected and possibly true-bred in subsequent generations. 
Due to its effects on the segregation of variation, knowing the exact mode of inheritance is of 
great importance in this context. Nevertheless, segregation studies only rarely consider 
inheritance models other than the extremes of strict disomic and strict tetrasomic inheritance, 
despite evidence that inheritance intermediate between disomic and polysomic could be 
widespread, especially in polyploids with a complex history of hybridization (Jannoo, et al. 
2004; Stift, et al. 2008). 
In this study, we explored if intermediate inheritance may apply to Citrus tetraploid hybrids. 
This would not be surprising, since hybridization within the mostly diploid (2n=18) Citrus 
genus is easy and results in viable hybrids. In fact, all diploid cultivated Citrus species derive 
from four diploid taxa (C. reticulata, C. maxima, C. medica and C. micrantha) (Barkley, et al. 
2006; Bayer, et al. 2009; Froelicher, et al. 2010; Nicolosi, et al. 2000). Interest in tetraploid 
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Citrus breeds was sparked by the strategy to develop seedless triploid cultivars by crossing 
diploids and tetraploids (Esen and Soost 1972; Ollitrault, et al. 2008). There are only few 
naturally occurring candidates for such crossing (e.g. Fortunella hindsii (Esen and Soost 
1972; Longley 1925)) but somatic tetraploid hybrids can be readily generated by protoplast 
fusion and are widely used in citrus breeding (Grosser, et al. 2000; Ollitrault, et al. 2008). 
Such interspecific somatic hybrids displayed univalent and multivalent pairing (Chen, et al. 
2004; Del Bosco, et al. 1999) indicating that inheritance may not be disomic, but this has 
actually not been tested in any of the tetraploid Citrus hybrids. Our aim was to improve our 
understanding of the meiotic processes in Citrus tetraploids of somatic hybrid origin by 
combining cytological analysis with analyses of single sequence repeat markers (SSR) 
segregation. We used the interspecific tetraploid somatic hybrid between diploid Citrus 
reticulata Blanco (mandarin) and diploid Citrus limon (L.) Burm. (lemon) as a model. This 
somatic hybrid was obtained by Ollitrault et al. (2000b) and genetically characterized 
(Bassene, et al. 2009a; Gancel, et al. 2003), and the inheritance of the parents’ phenotypes and 
transcriptome was also described (Bassene, et al. 2009a; Bassene, et al. 2009b; Gancel, et al. 
2003). Citrus reticulata is an ancestral taxon and Citrus limon is a hybrid between C. medica 
and C. aurantium (itself a hybrid between C. reticulata x C. maxima) (Nicolosi, et al. 2000). 
Hence our tetraploid somatic hybrid genome is a mosaic comprising elements of three 
different ancestral genomes. A better understanding of its meiosis is important for the design 
of efficient breeding strategies for seedless triploid varieties (Ollitrault, et al. 2008), for 
example to improve or maintain fruit quality (Bassene, et al. 2009a; Bassene, et al. 2009b; 
Gancel, et al. 2003). We combined cytological analysis of meiotic configurations and 
segregation analysis using molecular markers. We applied a likelihood-based approach (Stift, 
et al. 2008) to evaluate whether disomic intermediate or tetrasomic inheritance best fitted the 
segregation of genetic markers in this Citrus interspecific somatic hybrid. In the case of non-
tetrasomic inheritance, we analyzed the implication of chromosome preferential pairing in the 
restitution of parental and interspecific heterozygosity. 
 
MATERIALS AND METHODS  
Plant materials 
A fertile tetraploid somatic hybrid (2n = 4x = 36) was previously obtained by protoplast 
fusion between the diploid (2n=2x=18) Citrus reticulata Blanco (Willowleaf mandarin SRA 
133), hereafter referred to as WLM, and the diploid (2n=2x=18) Citrus limon (L) Burm. 
(Eureka lemon SRA 4), hereafter referred to as EUR (Ollitrault, et al. 2000b). To investigate 
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the meiotic segregation of this somatic tetraploid hybrid (hereafter referred to as 
WLM+EUR), we generated a progeny of 114 triploids by pollinating diploid (2n=2x=18) 
Citrus maxima (Burm.) Merr. (Chandler SRA 608 pummelo), hereafter referred to as CHA, 
with pollen of the tetraploid somatic hybrid. The diploid maternal parent CHA was chosen 
because it is a non-apomictic cultivar that is strongly genetically differentiated from both 
WLM and EUR (Barkley, et al. 2006). Crosses were performed at the San Giuliano Research 
Station (Corsica, France) and seeds were cultivated in vitro in MT medium (Murashige and 
Tucker 1969) with addition of 30 g l
–1
 sucrose and 1 mg l
–1
 GA3 as described in Ollitrault et 
al. (1996). The plantlets obtained were grafted on C. limonia Osbeck (Volkameriana). 
 
Determination of ploidy level  
Ploidy level was determined by flow cytometry and confirmed by chromosome counts. 
Approximately 0.5 cm
2
 of a plantlet leaf was chopped with 0.5 cm
2
 of Citrus C. madurensis 
(2x) as control in 250 µl of a nuclei extraction buffer (Partec Cystain UV PreciseP). The 
solution obtained was filtered (pore size 30 µm) to eliminate cell debris. After filtration, 800 
µl of staining buffer (Partec, Cystain UV Precise P Staining Buffer) was added for DNA 
staining. The sample was analyzed with UV excitation in a Partec flow cytometer (PA-I; 
Partec, Munster, Germany). For chromosome counts, young leaves were taken from plants 
cultivated in pots. They were treated in 0.04% hydroxyquinoline for 4 hours at room 
temperature, then fixed for 48 hours in 3:1 ethanol: acetic acid and stored at 4 °C in 70% 
ethanol. Chromosomes were prepared as described in D’Hont et al. (1996), then 
counterstained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) and observed under a Nikon 
Eclipse 80i microscope. 
 
Meiotic analysis 
For cytological analysis, flower buds were harvested at an early developmental stage (3-4 
mm). The buds were fixed in 3:1 ethanol: acetic acid for 24 hours, washed twice with 70% 
ethanol and stored at 4 °C until use. Cytological preparations were made using the squash 
technique and aceto-carmine stain (Belling 1926; Li, et al. 2007). 
 
DNA extraction 
DNA was extracted from leaves using a modified mixed alkyl trimethyl ammonium bromide 
(MATAB) procedure (Gawel and Jarret 1991). The concentration of DNA was determined 
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using Hoechst 33258 (Sigma Chemical Co.) protocol (Sambrook and Russell 2006). Samples 
were diluted with MQ sterile water and stored at -20 °C until use. 
 
SSR amplification 
A total of 17 genomic SSR markers (Froelicher, et al. 2008; Ollitrault, et al. 2010) were 
selected for them polymorphism between the parents of the somatic hybrid and the seed 
parent CHA.  
PCR reactions were performed in a total volume of 20 µl with 1x Taq buffer, 1.5 mM MgCl2, 
0.8U Taq DNA polymerase, 10 ng template DNA, 0.2 mM dNTPs, 0.4 µM forward primer 
and 0.4 µM reverse primer. Amplifications were performed in a MWG AG Primus 96 Plus 
thermocycler with 40 PCR cycles (94 °C for 5 min, 94 °C for 30 s, primer temperature 50 or 
55 °C for 1 min, 72 °C for 45 s then 72 °C for 4 min). The fragments obtained were resolved 
on a 7 M urea 5% denaturing polyacrylamide gel 33 x 42 cm run at a constant power of 60 W.  
Gels were then silver stained using a method derived from the procedure of (Beidler, et al. 
1982), alleles were determined according to a size marker (10 bp, Invitrogen) with the bio-
gene version 97 software (Vilber Lourmat).  
 
Data analysis 
Based on the genotypes of the progeny of the test-cross between the diploid CHA and the 
tetraploid somatic hybrid, we deduced the allelic constitution of the gamete produced by the 
somatic hybrid. Subsequently, we used a parameter estimation procedure based on the 
constrained non-linear regression (CNLR) function implemented in SPSS 15.0 (SPSS syntax 
file available from http://www.genetics.org/cgi/content/full/genetics.107.085027/DC1) to 
estimate τ, i.e. the proportion of gametes that could be explained by random tetrasomic 
segregation (Stift, et al. 2008). This was done for each scenario of preferential pairing. This 
procedure simultaneously estimates β, i.e. the double reduction frequency relative to τ (Stift, 
et al. 2008). We then used a likelihood ratio test evaluated against a compound distribution of 
½ χ
2
0 + ½ χ
2
1 (Self and Liang 1987) to evaluate if the estimated τ explained the data better 
than a model of strict tetrasomic segregation (τ=1). For loci at which the somatic hybrid 
(WLM+EUR) had less than four alleles, we considered all possible scenarios for its allelic 
constitution, and chose the most likely constitution based on allele frequencies in the triploid 
progenies. We also considered the possibility of null alleles. For example, for markers with 
three different alleles (abc), we evaluated which of the constitutions, aabc, abbc, abcc or abc0, 
was the most likely given the observed allele frequencies. Similarly, for markers with two 
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alleles (ab) we used the allelic frequencies to establish which of the constitutions, aabb, aaab, 
abbb, aab0, abb0 or ab00, was the most likely. To improve our understanding of the nature of 
null alleles and to check if loci with null alleles could still be used to analyze segregation, we 
genotyped EUR, its ancestral taxa C. medica and C. aurantium, and a mixture of the latter.  
 
RESULTS 
Cytogenetic analysis 
The meiotic chromosome behavior was mostly regular, and bivalents were predominant (76%, 
Table 1). Univalents (Figure 1 a) and tetravalents (Figure 1b and 1c) were found at a 
relatively low frequency (8% and 11%, Table 1); trivalents (Figure 1 ad) and hexavalents 
were even rarer (4% and 1%, Table 1). Laggard chromosomes were observed at anaphase and 
telophase I at very low levels (Figure 1 e). In some daughter cells, chromosome repartitioning 
at anaphase was unequal leading to abnormal tetrads, called polyads. These structures had a 
different number of microcytes (4 or 5) (Figure 1f).  
Ploidy evaluation of the progeny 
A total of 114 plantlets were obtained after germination. Flow cytometry and chromosome 
counts indicated that all of these plantlets were triploids (Figure 2).  
 
SSR marker suitability and analysis of null alleles 
17 SSR markers (Table 2) were consistently amplified and sufficiently differentiated (no more 
that one allele shared between WLM and EUR, unique alleles for CHA). For these loci, we 
deduced the allelic constitution of the 2n gamete produced by the somatic tetraploid hybrid by 
genotyping the triploid progeny. However, at 10 of the 17 SSR loci, segregation patterns 
deviated from Mendelian ratios and were consistent
 
with the presence of null alleles. Indeed, 
significant allelic deviations from the Mendelian segregation ratios were observed at all 10 
loci. Under the hypothesis of a null allele in EUR, all segregation ratios for the 10 loci tested
 
showed no significant difference (P ≥ 0.05) between observed
 
and expected allelic ratios in 
the progeny (Table 3). Indeed, of the 17 loci, seven displayed no null alleles (mCrCIR08A03, 
Ci06A05b, mCrCIR02D04a, mCrCIR01F04a, CiBE5055, CiBE6147 and CiBE1098). At the 
remaining 10 loci, null alleles were suspected (Table 3). These null alleles were traced back to 
the EUR genome (a hybrid between C. medica and C. aurantium (Nicolosi, et al. 2000)). 
Mixtures of equals amounts (10 ng) of C. medica and C. aurantium DNAs showed 
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preferential amplification of C. aurantium alleles at loci Ci01H05, mCrCIR02D04b, 
mCrCIR04E02, mCrCIR06B07, mCrCIR07F11, and Ci07G07 (Table 4), which means that 
null alleles in the somatic WLM+EUR hybrid can be assumed to represent C. medica alleles. 
Preferential amplification of C. medica alleles was observed at loci mCrCIR02H08a, 
mCrCIRBE32I09 and mCrCIRBE9B23 (Table 4), and, at these loci, null alleles in the somatic 
WLM+EUR hybrid can be assumed to represent C. aurantium alleles. Finally, null alleles at 
locus mCrCIR07B05 could not be attributed to either species.   
 
Marker segregation 
For the seven loci at which no null alleles were observed, strict disomic inheritance was not 
observed, and the estimated degree of random Mendelian segregation (τ) varied from 0.53-
0.95 (Table 5). For five of these loci (Ci06A05b, mCrCIR04F04a, CiBE5055, CiBE6147 and 
CiBE1098), the fit of intermediate models with the estimated parameter value for τ was not 
significantly better than the null model of full tetrasomic inheritance (τ=1) (Table 5). In two 
cases (loci mCrCIR08A03 and mCrCIR02D04a), the estimated τ of 0.53 and 0.63 
(respectively) provided a significantly better fit with the data than the full tetrasomic null 
model. Thus, their deviance G increased asymptomatically when approaching full disomic 
inheritance τ=0, reached minimum before strongly increasing again, when the value of τ 
tended to 1 (Figure 3). Notably, at locus mCrCIR08A03, preferential pairing involved 
chromosomes that originated from different parental species (i.e. pairing between 
homoeologs) while at locus mCrCIR02D04a, preferential pairing involved chromosomes 
from the same parental species (i.e. pairing between homologs). No double reduction gametes 
were detected in any of these markers.  
For the 10 remaining markers in which null alleles had previously been identified, strict 
disomic inheritance was not observed, and the estimated degree of random Mendelian 
segregation (τ) varied from 0.24 and 0.87. For four of these loci (Ci01H05, mCrCIR07F11, 
mCrCIR02D04b and mCrCIRBE9B23), the fit of intermediate models with the estimated 
parameter value for τ was not significantly better than the null model of full tetrasomic 
inheritance (τ=1) (Table 5 and 6). In fact, the likelihood of intermediate models at these loci 
decreased upon approaching τ=0 (deviance G increased), flattened out around the minimum, 
and increased slightly near to τ=1 (Figure 4). In six cases (loci mCrCIR04E02, 
mCrCIR06B07, mCrCIR02H08a, Ci07G07, mCrCIRBE32I09 and mCrCIR07B05), the 
estimated values of the τ parameter provided a significantly better fit than the full tetrasomic 
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null model at the loci (Table 6). In each of these cases, preferential pairing involved 
chromosomes from different ancestral species (i.e. pairing between homoeologs). 
At three loci, mCrCIR01F04a, mCrCIR02D04a and CiBE5055, the somatic hybrid had four 
different alleles, making it possible to estimate the double reduction parameter α. No double 
reduction gametes were detected at these loci. At loci where the somatic hybrid showed 
common alleles without null alleles, no double reduction gametes, sharing the non common 
alleles, were observed. For the other loci, the identification of double reduction gametes was 
prevented by null alleles. 
Thus, diploid gametes from WLM+EUR transmitted both intra and interparental 
heterozygosity when inheritance was tetrasomic or intermediate. Intraparental transmission 
rates ranged from 11% to 35%. Transmission rates of heterozygosity depended on the 
chromosome pairing mode. At loci where inheritance was intermediate, chromosome pairing 
mostly occurred between homeologous chromosomes. In this case, intraparental 
heterozygosity increased with a decrease in the value of τ, while in the case of preferential 
pairing between chromosomes of the same parent, intraparental heterozygosity decreased with 
a decrease in the value of τ (Table 5 and 6).  
 
DISCUSSION  
At all 17 loci studied, strict disomic inheritance hypothesis could be rejected due to the 
presence of allelic combinations that were incompatible with complete preferential pairing 
between homologs. At the other extreme, completely random segregation (i.e. tetrasomic 
inheritance) could be rejected in eight of the 17 cases.  
Multivalent formation observed at meiosis in our somatic hybrid is in agreement with 
previously described phylogenetic results and the wide sexual compatibility observed in the 
Citrus genus (Cameron and Frost 1968). Indeed, the formation of multivalents in somatic 
hybrids could indicate a high homology between the parent genomes, as observed in 
sunflower (Binsfeld, et al. 2001), potato (Conicella, et al. 1997) and tomato (Gavrilenko, et al. 
2001). In other interspecific Citrus tetraploid somatic hybrids, similar chromosome behavior, 
such as the formation of multivalents, has been observed in Hamlin orange + Rough lemon 
and Key lime + Valencia orange somatic hybrids (Chen, et al. 2004) and in the Femminello 
lemon + Valencia sweet orange somatic hybrid (Del Bosco, et al. 1999). The meiotic 
configurations observed in the WLM+EUR hybrid indicated a degree of homology between 
the two parent genomes, implying pairing between chromosomes derived from these two 
different species (called “homeologous”). In this case, the chromosome behavior of our 
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somatic hybrid could be due to the closer relatedness and high homology between the fusion 
parents. Univalents were also observed at low frequency (8%) in the somatic hybrid. 
Generally, these structures remain as lagging chromosomes and do not migrate during 
anaphase I, leading to the formation of polyads. Similar results have been observed in many 
Citrus interspecific somatic hybrids (Chen, et al. 2004; Del Bosco, et al. 1999). Meiotic 
analysis provided evidence of a relatively low percentage of tetravalents (11%). This is 
compatible with the observed rates of double reduction gametes and leads to the prediction 
that inheritance may not be completely disomic. 
The meiotic behavior of this somatic hybrid provided some but not sufficient information to 
distinguish between the different modes of inheritance. To elucidate this aspect, genetic 
analyses were performed on the progeny by using 17 SSR markers. Among these markers, the 
existence of null alleles was inferred from allelic segregation. Significant deviations from 
Mendelian allelic segregation were observed at 10 of the loci when considering absence of 
null alleles. However, all these loci fit expected Mendelian ratios when accounting for the 
presence of null alleles. This hypothesis was confirmed by the analysis of the putative parents 
of lemon (C. aurantium and C. medica) and DNA mix of its putative parents indicating PCR 
competition between alleles of the lemon parents. This result is important for the use of these 
markers in segregation studies. Indeed null alleles make heterozygous diploids appear 
homozygous and can lead to biased estimations in genetic studies in populations (Oddou-
Muratorio, et al. 2009). These null alleles could be due to differential amplification of size 
variant alleles (allelic competition) (Wattier, et al. 1998) or to less specificity. Alleles in the 
same species could differ from the reference sequence (Jarne and Lagoda 1996) leading to 
poor primer annealing and thus, less efficient amplification using the original PCR primers 
(Dakin and Avise 2004). The markers used were defined in Cleopatra mandarin (C. 
reticulata) and clementine (C. reticulata x C. sinensis) (Froelicher, et al. 2008; Ollitrault, et 
al. 2010) and C. medica and C. maxima, which contributed to the genesis of lemon, are known 
to show marked differentiation from C. reticulata (Barkley, et al. 2006; Nicolosi, et al. 2000).  
SSR markers facilitated the determination of gamete genotypes at the 17 loci studied in the 
case of our cross. The random combination of parental alleles in gametes did not support the 
hypothesis of disomic inheritance for our interspecific Citrus somatic hybrid. Indeed, many 
observed gamete genotypes were not expected under disomic inheritance. Using the seven 
SSR markers without null alleles, a likelihood approach was used to estimate if any 
preferential pairing was evident. The use of the constrained non-linear regression function  
made it possible to distinguish between disomic tetrasomic and intermediate inheritance (Stift, 
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et al. 2008). The results obtained revealed a tetrasomic and intermediate inheritance in this 
Citrus interspecific somatic hybrid. Assessment of the preferential pairing involved in 
intermediate inheritance was possible. In our somatic hybrid, preferential pairing concerned 
chromosomes that derived from the two different parental species at seven loci, while it was 
between homologous chromosomes at only one locus. 
Preferential pairing between homeologous chromosomes and the formation of multivalents in 
our somatic hybrid could be the consequence of intergenomic homology between mandarin 
and lemon resulting from the interspecific origin of lemon. As mentioned above, lemon is a 
complex tri interspecific hybrid associating C. medica, C. reticulata and C. maxima fragments 
that have experienced few interspecific meiotic events. It can be assumed that from the 
haploid complement inherited from C. aurantium, some lemon chromosomes are mainly of C. 
reticulata origin and others of C. maxima origin with implication in preferential chromosome 
pairing. Similar results were found in sunflower (Binsfeld, et al. 2001), in Brassica polyploids 
(Nicolas, et al. 2008). Meiotic pairing in allotetraploids is not constantly preferential and 
could thus lead to meiotic recombinations between homeologous chromosomes (Sybenga 
1996). Such configurations can homogenize the genome and induce a shift in the inheritance 
mode from a disomic to a tetrasomic model (Stift, et al. 2008). Moreover, in a dihaploid 
population obtained from an interspecific somatic hybrid of Solanum commersonii and S. 
tuberosum, Barone et al. (2002) observed tetrasomic inheritance. Like the Citrus species we 
used in this study, the two Solanum species are sexually compatible at the diploid level, so the 
apparent lack of preferential pairing in the Solanum somatic hybrid may suggest that 
intergenomic recombination has already homogenized the hybrid genome. 
Tetraploid somatic hybrids can produce highly heterozygous gametes. Under tetrasomic 
inheritance without double reduction, diploid gametes should transmit 33% of intraparental 
heterozygosity and 66% of interparental heterozygosity to triploid progeny. Under disomic 
inheritance, only interspecific heterozygosity will be transmitted. When inheritance is 
intermediate, transmission of intraparental or interparental heterozygosity depends on the type 
of chromosome pairing. Indeed, if the preferential pairing involves parental chromosomes, 
transmission of intraparental heterozygosity will decrease in the progeny from 33% to 0%, 
with decreasing values of τ. Conversely, if preferential chromosome pairing preferentially 
involves chromosomes of the two different parents, transmission of intraparental 
heterozygosity will increase from 33% to 50% with decreasing values of τ. 
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In our interspecific somatic hybrid, both intra and interparental heterozygosity were 
transmitted. Their rate of transmission depended on the rate of random chromosome pairing 
gametes, in agreement with previous theoretical assertions.  
Knowledge of the mode of inheritance of somatic hybrids is necessary to predict the offspring 
in interploid crosses, and certainly has important implications for linkage mapping and 
population genetics and thus for breeding programs involving tetraploid parents. 
This is the first study reporting this mode of tetraploid inheritance in an interspecific Citrus 
somatic hybrid using molecular markers. Our results provide evidence in favor of tetrasomic 
and intermediate inheritance for this Citrus interspecific somatic hybrid. Thus Citrus 
tetraploid somatic hybrids also offer possibilities for the inheritance and segregation of useful 
characters from both fusion parents. It is very probable that somatic hybrids between 
genetically closer parents such as mandarin + orange or mandarin + mandarin will exhibit the 
same inheritance behavior. This knowledge is important for developing and implementing 
appropriate strategies for breeding seedless triploid Citrus.  
Tetraploid genotypes should play a significant role in the evolution of future cultivated forms 
as genitors in interploid crosses. In the near future, ploidy manipulation associated with new 
breeding strategies to develop seedless triploid fruits should lead to a change of the cultivated 
citrus coming from diploid to polyploid. 
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Figure Captions 
 
Figure 1: Microsporogenesis in the tetraploid Willow Leaf mandarin+ Eureka lemon somatic 
hybrid. (a) Chromosome pairing showing univalent (I) and trivalent (III); (b) (c)  Tetravalent 
(arrow); (d) heptavalent and trivalent; (e) laggard chromosome at metaphase I; (f) Abnormal 
tetrad showing five microcytes. 
Figure 2: Mitotic chromosome counts from young leaf preparation of a progeny sample of 
CHA x WLM+EUR genotype (3x). 27 chromosomes are counterstained with DAPI. 
Figure 3: Deviance (fit) of 3 observed SSR loci (with no null alleles) segregation in Willow 
Leaf mandarin+ Eureka lemon somatic hybrid to inheritance models ranging from τ=0 (full 
disomic) to τ=1 (full tetrasomic). 
Figure 4: Deviance (fit) of 3 observed SSR loci (with null alleles) segregation in Willow Leaf 
mandarin+ Eureka lemon somatic hybrid to inheritance models ranging from τ=0 (full 
disomic) to τ=1 (full tetrasomic). 
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Table 1 Chromosome configuration at meiosis in microsporocytes of Willow Leaf mandarin+ 
Eureka lemon somatic hybrid 
 
Samples Plate position I II III IV V VI Total chromosomes 
1 38,73/17,80 4 16 0 0 0 0 36 
2 38,97/17,94 6 11 0 2 0 0 36 
3 37,85/16,53 2 15 0 1 0 0 36 
4 37,68/16,45 5 8 1 3 0 0 36 
5 36,92/16,93 4 14 0 1 0 0 36 
6 36,48/16,35 2 17 0 0 0 0 36 
7 36,60/16,78 3 15 1 0 0 0 36 
8 35,18/9,78 2 15 0 1 0 0 36 
9 33,19/14,82 1 14 1 1 0 0 36 
10 33,06/16,96 1 16 1 0 0 0 36 
11 33,22/16,92 10 9 0 2 0 0 36 
12 33,30/16,70 0 16 0 1 0 0 36 
13 33,14/16,34 3 15 1 0 0 0 36 
14 33,09/16,28 2 17 0 0 0 0 36 
15 33,02/15,17 2 10 0 2 0 1 36 
16 33,06/17,06 2 17 0 0 0 0 36 
17 33,10/14,61 2 8 2 3 0 0 36 
18 37,80/16,48 0 16 0 1 0 0 36 
19 35,59/9,90 5 12 1 1 0 0 36 
 Mean value 2,94 13,73 0,42 1 0 0,05  
 
Number of 
included 
chromosomes 
2,94 27,47 1,26 4 0 0,31  
 % 8% 76% 4% 11% 0% 1%  
 
I, II, III, IV, V, VI: univalent, divalent, trivalent, quadrivalent, pentavalent, hexavalent. 
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Table 2 Characteristics of selected SSR markers used for Willow Leaf mandarin+ Eureka 
lemon somatic hybrid allelic inheritance study.  
 
locus 
EMBL or 
Genebank 
Accession no. 
Primer sequence (5′–3′) 
Tm 
(°C) 
F : GTGAAAGAGAGCAAGAAAAAT 
mCrCIR08A03 * AM489753 
R : AGCCAAAAAGAGAAGAAATG 
55 
F : AAACAACCAAAAGGACAAGATT 
Ci01H05 * AJ567401 
R : TTCAAACTAAACAAACCAACTCG 
55 
F : TCTCTGGTTGGTTTTTGTGA 
Ci06A05b * AJ567407 
R : ATGATGAAAAGCAAGGGG 
50 
F : AAGCATTTAGGGAGGGTCACT 
mCrCIR01F04a * AM489736 
R : TGCTGCTGCTGTTGTTGTTCT 
55 
F : GTGATGATGATGGTGATG 
mCrCIR02D04a*** FR677564 
R : CCAACAAACACAATTCC 
50 
F : GAAGGTGTTCTGGTGATG 
mCrCIR04E02*** FR677566 
R : CGATAGAAAACAGGATGG 
55 
F : CGGAACAACTAAAACAAT 
mCrCIR06B07 * AM489745 
R : TGGGCTTGTAGACAGTTA 
50 
F : ACTATGATTACTTTGCTTTGAG 
mCrCIR07F11*** FR677567 
R : GAAGAAACAAGAAAAAAAAAT 
50 
F : TTTGTTCTTTTTGGTCTTTT:  
mCrCIR07B05 * AM489747 
R : CTTTTCTTTCCTAGTTTCCC 
50 
F : GCACCATTGCCTTCT 
mCrCIR02H08a*** FR677565 
R : CATCAACGATCAACATTC 
50 
F : CTCTCTTTCCCCATTAGA 
mCrCIR02D04b*** FR677564 
R : AGCAAACCCCACAAC 
50 
F : TCAACAAAACCATTACAT 
Ci07G07 * AJ567413 
R : AGTCTTTCACGTTAATCAC 
50 
F : GGTGGCATACATACATACATACA 
CiBE1098** ET075973 
R : GCAACATCTGGAACTACTCA 
55 
F : GCCTGTGGTTCATCTCTATCT 
CiBE6147** ET085226 
R : AAGTGGGATTTGGTGATTT 
55 
F : AACAGTGGTTCTGGGAAATAG 
CiBE5055** ET111355 
R : GGTGGTCTCAAAGTCATCATC 
55 
F : CCAAATGAAACTCTCCACAA 
mCrCIRBE9B23*** ET074207 
R : CTCAAACAGTGAATAAACCAAA 
55 
F : AGGCTAATGGAATGACCAA 
mCrCIRBE32I09*** ET094358 
R : AGACAATACAATGAAGGCAAA 
55 
 
*  published in (Froelicher et al. 2008) 
** published in (Ollitrault et al. accepted) 
*** published in this paper 
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Table 3 Distribution of expected genotypes in the CHA X WLM+EUR progeny at the 17 studied loci. For ten of these loci allelic distortion, have 
been observed and were resolved by considering null alleles in EUR. Allelic distortion was evaluated under two assumptions: Presence or 
absence using Chi square test. Corresponding P values for EUR with and without null allele are given  
P value 
Parental genotypes 
Allelic distortion tests 
locus 
WLM EUR WLM+EUR 
Diploid gametes observed genotypes 
EUR 
(XX) 
EUR (X0) 
AA AB AC BC   
mCrCIR08A03 AA BC AABC 
21 38 29 26   
0,563 - 
AA AB B0 or BB    
Ci01H05 AA BB or B0 
AABB or 
AAB0 57 41 16    
0 0,128 
AA AB AC BC   
Ci06A05b AA BC AABC 
15 36 47 16   
0,583 - 
AB AC AD BC BD CD 
mCrCIR01F04a AB CD ABCD 
21 18 19 16 21 19 
0,943 - 
AA AB B0 or BB    
mCrCIR04E02 AA BB or B0 
AABB or 
AAB0 51 37 26    
0,001 0,559 
AA AB B0 or BB    
mCrCIR06B07 AA BB or B0 
AABB or 
AAB0 44 47 23    
0,005 0,064 
AB AC BC AA or A0 BB or B0 CC or C0 
mCrCIR07F11 AB CC or C0 
ABCC or 
ABC0 12 20 24 23 12 23 
0,001 0,353 
AB AC AD BC BD CD 
mCrCIR02D04a AB CD ABCD 
11 26 21 18 25 13 
0,95 - 
AB AC BC AA or A0 BB or B0 CC or C0 
mCrCIR02D04b AB CC or C0 
ABCC or 
ABC0 7 18 25 19 22 23 
0,002 0,593 
AB AA or A0 B0 or BB    
mCrCIR07B05 AB AA or A0 
AAAB or 
AAB0 38 56 20    
0,001 0,368 
AA or A0 AB B0 or BB    
mCrCIR02H08a AA BB or B0 
AABB or 
AAB0 53 35 26    
0 0,727 
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AA or A0 AB B0 or BB    
Ci07G07 AA B0 
AABB or 
AAB0 50 39 25    
0,001 0,423 
AA AB BB    
CiBE1098 AA BB AABB 
27 68 19    
0,289 - 
AA AB AC BC   
CiBE6147 AA BC AABC 
23 45 33 13   
0,221 - 
AB AA or A0 BB or B0 "00"   
mCrCIRBE9B23 A0 B0 AB00 
22 36 36 20   
- 0,966 
AB AC BC AA or A0 BB or B0 CC or C0 
mCrCIRBE32I09 AB CC or C0 
ABCC or 
ABC0 13 13 28 18 16 26 
0,011 0,181 
AB AC AD BC BD CD 
CiBE5055 AB CD ABCD 
14 20 16 30 15 19 
0,165 - 
 
WLM : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin  
EUR : Citrus limon cv Eureka lemon 
WLM+EUR : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin + Citrus limon cv Eureka lemon somatic hybrid 
CHA : Citrus maxima cv Chandler pummelo 
A, B, C, D: allele length (A represents the longest allele) 
0: null allele 
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Table 4 Genetic characterization of Eureka lemon (C. limon) and its presumed parents C. 
aurantium, C. medica and a DNA mixture with equal amounts of C. aurantium, C. medica 
DNAs using distorted SSR markers 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 5 Fitting inheritance model and rates of intraparental and interparental heterozygosity 
on segregation of 7 SSR loci with no null alleles in CHA x WLM+EUR triploid progeny.  
 
 
Best intermediate model % Heterozygosity 
WLM EUR SSR 
Pref 
Pairing Betatau Tau LRT 
p 
value 
Intraparental Interparental 
AA BC mCrCIR08A03 AB/AC - 0,53 3,08 0,040 23% 59% 
          
AA BC Ci06A05b AA/BC - 0,79 2,62 0,053 14% 73% 
          
AB CD Ci02D04a AB/CD - 0,63 8,29 0,002 21% 79% 
          
AB CD mCrCIR01F04a AD/BC - 0,92 0,36 0,274 35% 65% 
          
AB CD CiBE5055 AD/BC - 0,92 0,36 0,274 29% 71% 
          
AA BB CiBE1098 AB/AB - 0,58 2,43 0,059 ## 60% 
          
AA BC CiBE6147 AA/BC - 0,95 0,16 0,345 11% 68% 
Comparison of fit has been made between tetrasomic null model and the best fitting intermediate model. LRT 
values were evaluated as described in Materials and methods and are significant at the indicative level. 
WLM : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin  
EUR : Citrus limon cv Eureka lemon 
WLM+EUR : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin + Citrus limon cv Eureka lemon somatic hybrid 
CHA : Citrus maxima cv Chandler pummelo 
A, B, C, D: allele length (A represents the longest allele) 
SSR markers C. limon    C. aurantium C. medica DNA Mix 
Ci01H05 B B A B 
mCrCIR02D04b B AB 0 AB 
mCrCIR02H08a B A B AB 
mCrCIR04E02 A A B A 
mCrCIR06B07 C BC A BC 
mCrCIR07B05 B AB B AB 
mCrCIR07F11 D CD AB CD 
Ci07G07 A A B A 
mCrCIRBE9B23 B A B A 
mCrCIRBE32I09 B A B A 
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Table 6 Fitting inheritance model and rates of intraparental and interparental heterozygosity 
on segregation of 10 SSR loci with null alleles in CHA x WLM+EUR triploid progeny.  
 
 
Best intermediate model %  Heterozygosity 
WLM EUR SSR 
Pref 
Pairing Betatau Tau LRT 
p 
value 
Intraparental Interparental 
AA B0 Ci01H05 AB/A0 - 0,66 1,62 0,101 14% 61% 
          
AA B0 Ci04E02 AB/A0 - 0,29 6,79 0,005 23% 55% 
          
AA B0 mCrCIR06B07 AB/A0 - 0,55 2,74 0,049 20% 61% 
          
AA B0 Ci02H08a AB/A0 - 0,24 7,80 0,003 23% 54% 
          
AA B0 Ci07G07 AB/A0 - 0,37 5,40 0,010 22% 56% 
          
AB C0 Ci07F11 AC/B0 - 0,84 1,10 0,147 31% 69% 
          
AB C0 Ci02D04b AB/C0 0,083 0,87 1,03 0,155 26% 65% 
          
AB C0 mCrCIRBE32I09 AC/B0 - 0,76 3,34 0,034 34% 66% 
          
A0 B0 mCrCIRBE9B23 AB/00 - 0,79 0,62 0,215 - - 
          
AB A0 mCrCIR07B05 AA/B0 - 0,47 3,78 0,026 - - 
Comparison of fit has been made between tetrasomic null model and the best fitting intermediate model. LRT 
values were evaluated as described in Materials and methods and are significant at the indicative level. 
WLM : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin  
EUR : Citrus limon cv Eureka lemon 
WLM+EUR : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin + Citrus limon cv Eureka lemon somatic hybrid 
CHA : Citrus maxima cv Chandler pummelo 
A, B, C, D: allele length (A represents the longest allele) 
0: null allele 
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IV.4 ETUDE DE LA SEGREGATION ALLELIQUE CHEZ UN 
HYBRIDE SOMATIQUE INTERGENERIQUE ENTRE CITRUS 
RETICULATA ET PONCIRUS TRIFOLIATA  
IV.4.1 Résumé de l’article 
Introduction 
La production du bassin méditerranéen, basée sur les petits fruits type clémentine et 
mandarine, représente à elle seule 20% de la production mondiale. Cependant la culture 
d’agrumes dans cette zone fait face à des pressions biotiques et abiotiques grandissantes qui 
accompagnent le changement climatique global et la mondialisation des échanges (le déficit 
hydrique, la salinité, l'alcalinité des sols calcaires, la tristeza, les nématodes, le mal secco et le 
Phytophthora). 
Plusieurs espèces du genre Citrus et genres apparentés se distinguent par leurs tolérances  vis-
à-vis de contraintes biotiques ou abiotiques. L’exploitation de cette diversité génétique au 
niveau intergénérique, par recombinaison génétique, se trouve souvent limitée par la 
complexité de la biologie de la reproduction des agrumes. L’hybridation somatique représente 
une alternative de choix pour exploiter la diversité génétique des agrumes et cumuler intérêt 
agronomique et tolérance biotique et abiotique. En effet, cette technique peut être utilisée dans 
le cadre d’amélioration de porte-greffe d’agrumes, en produisant des hybrides tétraploïdes 
combinant les propriétés de parents diploïdes incompatibles ou difficiles à hybrider possédant 
des caractères d’intérêt. Ces caractères peuvent ensuite être exploités dans des schémas de 
sélection conventionnels au niveau tétraploïde. Cela permet d’offrir la possibilité de 
recombinaison allélique entre différents parents et de maximiser la diversité génétique dans la 
descendance zygotique de ces hybrides somatiques.  
Afin d’optimiser ces schémas de sélection, il semble essentiel d'avoir une compréhension 
claire du mode de formation des gamètes produits par ces hybrides somatiques au niveau 
intergénérique. L’objectif de ce travail est d’évaluer le mode de ségrégation allélique chez  un 
hybride somatique intergénérique d’agrumes entre mandarinier Willowleaf (Citrus reticulata) 
et Poncirus Pomeroy (Poncirus trifoliata) (WLM+PON) présentant d’intéressantes 
perspectives en tant que porte-greffe. Pour ce faire, l’analyse moléculaire d’une population 
triploïde, générée par un croisement entre l’hybride somatique et des fleurs de 
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pamplemoussier Chandler (C. maxima), a été effectuée à l’aide de marqueurs moléculaires 
polymorphes distribués sur les neuf groupes de liaison de la carte génétique de la clémentine. 
Matériels et méthodes 
Le croisement entre le pamplemoussier Chandler et l’hybride somatique Willowleaf + 
Poncirus Pomeroy (WLM+PON)  a été réalisé au printemps 2006. Les pépins récoltés ont été 
sauvés in vitro et la ploïdie des plantules a été évaluée par comptage chromosomique et 
cytométrie en flux. 19 marqueurs SSR polymorphes, répartis sur les différents groupes de 
liaisons de la carte génétique de la clémentine, ont été sélectionnés pour l’étude de la 
ségrégation allélique chez cet hybride somatique intergénérique. 
Résultats et discussion 
Après germination, 58 plants ont été obtenus et se sont révélés triploïdes. 19 marqueurs 
polymorphes ont été retenus pour l'étude de la ségrégation.  Les résultats de la caractérisation 
moléculaire des individus triploïdes issus du croisement CHA X WLM+PON montrent une 
ségrégation intermédiaire, plus proche d’une ségrégation disomique que d’une ségrégation 
tétrasomique au niveau de 16 des 19 différents loci étudiés. Une forte distorsion allélique est 
observée sur les trois loci manquants empêchant l’étude de la ségrégation au niveau de ces 
derniers. L’appariement chromosomique préférentiel chez cet hybride somatique se produit 
entre chromosomes homologues sur les différents loci étudiés. Cette ségrégation intermédiaire 
favorise la transmission de l’hétérozygotie interparentale au dépend de l’intraprentale. Ces 
résultats pourraient être dus à une homologie, variable d’un groupe de liaison à l’autre, entre 
WLM et PON parents diploïdes de l’hybride somatique intergénérique. En effet, les 
taxonomistes ont décrit ces espèces sur des données morphologiques et non sur des données 
génétiques.  
IV.4.2 Article 
Titre : Gametic configuration and inheritance of SSR markers in tetraploid intergeneric 
Citrus reticulata + Poncirus trifoliata somatic hybrid; evidence for preferential 
homologous pairing 
 
Mourad Kamiri, Marc Stift, Ikbal Srairi, Gilles Costantino, Patrick Ollitrault et 
Yann Froelicher 
 
BMC genetics. Article soumis
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ABSTRACT 33 
Genetic structure of diploid gametes produced by tetraploid genotypes depends on the 34 
chromosome pairing mode at meiosis and it is generally admitted that tetrasomic inheritance 35 
occur for autotetraploid and disomic segregation for allotetraploid. Intergeneric sexual 36 
breeding between Citrus and Poncirus at tetraploid level is a promising new avenue for citrus 37 
rootstock. To assess the meiotic behaviour of intergeneric allotetraploid genotype between 38 
Citrus and Poncirus we have studied the inheritance mode of SSR markers in triploid 39 
progenies obtained by pollinating Citrus maxima (Burm.) Merr (2n=2x=18) cv “Chandler” 40 
with a tetraploid Citrus reticulata Blanco cv “Willowleaf” + Poncirus trifoliata (L.) Raf 41 
somatic hybrid. 19 polymorphic markers have been selected to study inheritance. A 42 
likelihood-based approach able to incorporate disomic, tetrasomic, and intermediate 43 
inheritance models was used to identify the inheritance model that best fits on observed 44 
results. Moreover, this approach helped to estimate the double-reduction rate. Obtained results 45 
support intermediate inheritance in a Citrus intergeneric somatic hybrid with occurrence of 46 
preferential pairing of homologous chromosomes. The rate of preferential pairing is variable 47 
between linkage groups, from 0.09 to 0.50, leading to an average of 91% of interparental 48 
heterozygosity restitution. Double reduction genotypes were observed in some loci and their 49 
frequencies were very low. The implication of this inheritance mode for tetraploid rootstock 50 
breeding is discussed. 51 
Keywords: Citrus, Somatic hybridization, tetraploid, disomic, tetrasomic, intermediate 52 
inheritance, SSR markers 53 
 54 
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 64 
 65 
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INTRODUCTION 67 
Polyploidy provided a significant pathway for plant evolution. Thence, several studies suggest 68 
that around 70 % of flowering plants are issued from polyploids [1-3].  69 
Polyploids can occur from chromosome doubling due to a disruption in mitosis or from the 70 
union of unreduced gametes that haven’t gone through normal meiosis [4, 5]. Polyploidy can 71 
also be induced artificially in cell culture by some chemicals or somatic hybridization. 72 
Polyploids are classified as either autotetraploids originated by polyploidization events within 73 
a single species or allopolyploids derived from the chromosome combination of distinct 74 
genomes [6, 7]. In nature, this distinction is not clear cut and is influenced by taxonomic 75 
partitioning of natural variation. Allotetraploid species present two sets of homeologous 76 
chromosomes [8] and are typically associated with disomic inheritance [2, 9]. Segregation is 77 
similar to diploids because only homologous chromosomes derived from the same diploid 78 
ancestor pair at meiosis, so that there are no opportunities for interspecific recombination. 79 
Therefore, disomic inheritance is exclusively associated with a bivalent meiotic configuration. 80 
In contrast, in autopolyploids all four chromosomes are homologous and may pair in any 81 
combination, bivalents, trivalents or quadrivalents. Hence, all chromosome copies have the 82 
opportunity to recombine and inheritance is polysomic [10, 11], as observed in tetraploid 83 
gynodioecious Thymus praecox [12] or in tetraploid Allium nevii [13]. Segregation of these 84 
autopolyploids is characterized by the production of all possible allelic combinations in equal 85 
frequencies [9]. 86 
Allo and autotetraploids (with disomic and tetrasomic inheritance, respectively) are the 87 
extremes of a range. In cases where parents are divergent but have retained enough homology 88 
to prevent exclusive preferential pairing, inheritance patterns intermediate between di- and 89 
tetrasomic can be expected [14]. Many polyploid taxa display a combination of autopolyploid 90 
and allopolyploid pairing behaviour [15-17] and several studies presented inheritance patterns 91 
intermediate to disomic and tetrasomic [18-20]. In these cases, there is no complete 92 
homologous pairing over homeologous. The rate of preferentially homologous chromosome 93 
pairing depends on the different degrees of evolutionary and taxonomic affiliation of the 94 
involved genomes [14]. Most of the inheritance mode studies concerned only the two extreme 95 
segregations. Data analyses were realized using Khi 2 and Bayesian tests to evaluate whether 96 
segregation was disomic or polysomic in polyploids [21-24]. Recently, Stift et al. [14] 97 
proposed a likelihood-based approach to evaluate whether disomic intermediate or tetrasomic 98 
inheritances best fitted the segregation of genetic markers.  99 
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Cultivated Citrus species derive from four diploid (2n=2x=18) taxa (C. reticulata, C. maxima, 100 
C. medica and C. micrantha) [25-28]. “True citrus” [29] includes five genus, Fortunella, 101 
Poncirus, Microcitrus, Eremocitrus, Glymenia in addition to Citrus. These genus are more or 102 
less sexually compatible. However, molecular phylogenic studies indicated that the Citrus 103 
genus is distant from the related genera Poncirus, Microcitrus and Eremocitrus [26]. Poncirus 104 
is also phenotypically quite different from Citrus. Poncirus is the only genus to be deciduous 105 
with trifoliate leaves. It presents interesting traits such cold hardiness, tolerances to 106 
Phytophthora species and nematodes and Citrus tristeza virus (CTV) resistance. However it is 107 
very susceptible to salinity and iron chlorosis associated with calcareous and high pH soils. 108 
Poncirus is therefore an important citrus rootstock in areas without salt or high pH. The main 109 
objective of citrus rootstock breeding programs is to combine tolerance traits to biotic (mostly 110 
CTV and Phytophthora) and abiotic stress (alkalinity/salinity/drought). Some interesting 111 
sexual hybrid rootstocks were obtained but progress of citrus genetic improvement by 112 
conventional sexual breeding is still limited, mainly due to the reproductive biology and 113 
heterozygosity of genitors [25, 30, 31]. This heterozygosity leads to important trait 114 
segregation in progenies, thus dramatically reducing the probability of obtaining recombinant 115 
first generation hybrids cumulating all the desirable genes and traits of the two parents. 116 
Conversely somatic hybridization is very promising for citrus rootstock breeding [32-36]. 117 
Indeed it allows the accumulation of all genes related to biotic and abiotic tolerance of the two 118 
parents, irrespective to their heterozygosity level. Somatic hybridization has been widely used 119 
in Florida by IFAS [32, 37]. Besides creating new rootstocks directly by somatic 120 
hybridization, a new strategy to breed tetraploid rootstock by the so-called “Tetrazyg” 121 
strategy was developed [32]. Conventional sexual breeding at the tetraploid level was 122 
performed using selected allotetraploid somatic hybrid rootstocks as parents. This provides 123 
the opportunity to recombine alleles from three or four proven diploid rootstocks and to 124 
maximize the genetic diversity in zygotic progeny, particularly if the tetraploid parents 125 
display tetrasomic meiotic behavior. To optimize such breeding scheme it appears essential to 126 
have a clear understanding of the inheritance mode of the gametes produced by allotetraploid 127 
parents.   128 
The aim of the present work was to investigate the mode of inheritance, disomic, tetrasomic 129 
or intermediate in a citrus intergeneric somatic hybrid between “Willowleaf” mandarin Citrus 130 
reticulata and “Pomeroy” Poncirus trifoliata (WLM+PON) previously obtained by Ollitrault 131 
et al. [38] and presenting interesting behavior as rootstock [39]. Fifty eight triploid hybrids 132 
were obtained by pollinating the diploid “Chandler” pummelo Citrus maxima with the 133 
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tetraploid WLM+PONC. Gamete genetic structures were inferred from triploid progeny 134 
genotypes. We applied a likelihood-based approach [14] to evaluate whether disomic 135 
intermediate or tetrasomic inheritances best fitted the segregation of genetic markers in this 136 
intergeneric somatic hybrid. In case of non tetrasomic inheritance we have analyzed the 137 
implication of chromosome preferential pairing on the restitution of parental and interspecific 138 
heterozygosity. This is the first study reporting markers segregations data in intergeneric 139 
somatic hybrid in true Citrus. 140 
 141 
MATERIALS AND METHODS  142 
 143 
Plant materials 144 
A fertile tetraploid (2n=4x=36) intergeneric citrus somatic hybrid was previously obtained by 145 
protoplast fusion between “Willowleaf” mandarin SRA 133 (C. reticulata Blanco) (WLM) 146 
(2n=2x=18) and “Pomeroy” Poncirus (P. trifoliata) (L.) (PON) (2n=2x=18). A progeny of 58 147 
triploid hybrids obtained by pollinating flowers of Citrus maxima (Burm.) Merr (2n=2x=18) 148 
cv “Chandler” (CHA) by pollen issued from our somatic hybrid. Chandler was chosen 149 
because it’s a non apomictic cultivar with strong genetic differentiation with mandarin cv 150 
“Willowleaf” and Poncirus “Pomeroy”. Crosses were performed at the San Giuliano Research 151 
Station (Corsisa, France). Fruits were collected at maturity and seeds were recovered, then 152 
cultivated in vitro in MT medium [40] with addition of 30 g l
–1
 sucrose and 1 mg l–1 GA3 153 
[41]. Obtained plantlets were grafted on volkameriana (C. limonia Osbeck). 154 
Flow cytometric analysis  155 
Ploidy level was determined by flow cytometry and confirmed by chromosome counts. 156 
Approximately 0.5 cm
2
 of plantlet leave was chopped with a 0.5 cm
2
 of C. madurensis (2x) as 157 
control in a 250 µl of a nuclei extraction buffer (Partec Cystain UV PreciseP). The solution 158 
obtained was filtered (pore size of 30 µm) to eliminate cell debris. After filtration, 800 µl of 159 
staining buffer (Partec, Cystain UV Precise P Staining Buffer) was added for DNA staining. 160 
The sample was analyzed with UV excitation in a Partec flow cytometer (PA-I; Partec, 161 
Munster, Germany). The sample was analyzed with UV excitation in a Partec flow cytometer 162 
(PA-I; Partec, Munster, Germany). Chromosome count was realized on young leaves, taken 163 
from plants cultivated in pots. After treatement in 0.04% hydroxyquinoline for 4 h at room 164 
temperature, the young leaves were fixed for 48h in 3:1 ethanol:acetic acid and stored at 4°C 165 
in 70% ethanol. Chromosome preparation was performed as described in (D'Hont, et al. 166 
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1996). The chromosomes were counterstained with DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylindole) 167 
and were observed under a Nikon Eclipse 80i microscope. 168 
 169 
DNA extraction 170 
DNA was extracted from leaves using a modified mixed alkyl trimethyl ammonium bromide 171 
(MATAB) procedure [42]. The concentration of DNA was determined using Hoechst 33258 172 
(Sigma Chemical Co.) protocol [43]. Samples were diluted with MQ sterile Water and stored 173 
at -20°C until use. 174 
 175 
SSR amplification 176 
A total of 195 genomic SSR [44-46], were tested using the parents of the somatic hybrid and 177 
the seed parent. Used markers, directly labeled by Wellred fluorochrome (PA-2(dye2), PA-178 
3(dye3) or PA-4(dye4), Beckman-Coulter) were synthesized by Sigma-Aldrich 179 
(http://www.sigmaaldrich.com). 180 
PCR reactions were performed in 20 µl with 1x Taq buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.8U Taq DNA 181 
polymerase, 10 ng template DNA, 0.2 mM dNTPs, 0.4 µM forward primer and 0.4 µM 182 
reverse primer. Amplifications were performed, in MWG AG Primus 96 plus thermocycler, 183 
with 40 PCR cycles (94 °C for 5 min, 94 °C for 30 s, primer temperature (50 or 55 °C) for 184 
1min, 72 °C for 45 s then 72 °C for 4 min). Fragment analysis and allele calling was done 185 
using the CEQ 8800 genetic analyzer and software, respectively (Beckman Coulter, Fulerton, 186 
CA, USA). 187 
Data analysis 188 
Based on the genotypes of the progeny of the cross between the diploid CHA and the 189 
tetraploid somatic hybrid, we deduced the allelic constitution of the gamete produced by the 190 
somatic hybrid. Subsequently, we used a parameter estimation procedure based on the 191 
constrained non-linear regression (CNLR) function implemented in SPSS 15.0 (SPSS syntax 192 
file available from http://www.genetics.org/cgi/content/full/genetics.107.085027/DC1) to 193 
estimate τ - the proportion of gametes that could be explained by random tetrasomic 194 
segregation (Stift, et al. 2008). This was done for each scenario of preferential pairing. This 195 
procedure simultaneously estimates β - the double reduction frequency relative to τ (Stift, et 196 
al. 2008). We then used a likelihood ratio test evaluated against a compound distribution of ½ 197 
χ20 + ½ χ21 (Self and Liang 1987) to evaluate if the estimated τ explained the data better than 198 
a model of strict tetrasomic segregation (τ=1). For loci for which the somatic hybrid 199 
(WLM+PON) had less than four alleles, we considered all possible scenarios for its allelic 200 
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constitutions, and chose the most likely constitution based on allele frequencies in the triploid 201 
progenies. We also considered the possibility of null alleles. For example, for markers with 202 
three different alleles (abc) we evaluated which of the constitutions aabc, abbc, abcc or abc0 203 
was most likely given the observed allele frequencies. Similarly, for markers with two alleles 204 
(ab) we used the allelic frequencies to establish which of the constitutions aabb, aaab, abbb, 205 
aab0, abb0 or ab00 was most likely.  206 
Dissimilarities between gametes was estimated by the simple matching index using Darwin 207 
software [47]. 208 
 209 
Where dij : dissimilarity between units i and j; L : number of loci; pi: ploidy and finally ml : 210 
number of matching alleles for locus l 211 
 212 
RESULTS 213 
Ploidy level determination 214 
After crosses, 63 full seeds were obtained from 41 fruits. Nevertheless, only 59 plantlets 215 
germinated after seed recovery in a growth chamber. Ploidy evaluation of the obtained 216 
plantlets showed that 58 plantlets were triploids and one tetraploid. Chromosome counting 217 
confirmed the flow cytometry results (Figure 1). 218 
 219 
SSR marker selection and distortion analyzes 220 
In order to genotype the obtained progeny, we selected 19 polymorphic SSR markers, 221 
localized in the nine linkage groups of the Clementine genetic map [48] (Table 1) that 222 
consistently amplified and presented a sufficient differentiation between the three parents. 223 
Indeed among all the primer pairs, many were not usable for inheritance model studying 224 
because of common alleles. The 19 primers selected had one or no allele in common between 225 
WLM and PON and possible common alleles between the somatic hybrid and the female 226 
parent CHA. Indeed, using capillary electrophoresis, we were able to use the MAC-PR 227 
method to estimate the allele copy number [12, 49]. These primers allowed inferring gametes 228 
genotypes from progeny genotypes making it possible to realize a likelihood based approach 229 
to identify the best fit inheritance model.  230 
First, chi square goodness of fit test was realized at the allelic level for the 19 studied loci to 231 
verify the presence or absence of allelic distortions at these loci. No segregation distortion 232 
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was detected in 15 SSR markers without null allele hypothesis. At mCrCIR02F12 locus, 233 
allelic segregation ratio departed from the Mendelian ratio and was consistent
 
with the 234 
presence of a null alleles in PON initially scored homozygous. After considering the presence
 
235 
of null allele in PON, segregation ratio for this locus showed no significant difference (P 236 
0.05) between observed
 
and expected allelic ratios in the progeny.  237 
At three others loci mCrCIR02D03, mCrCIR07C09 and mCrCIR03F05, allelic segregation 238 
ratios deviated significantly (P<0.05) from the expected ratios. At these loci, allelic distortion 239 
was not resolved by presence of null alleles (Table 2). These loci with allelic distortion were 240 
excluded of the segregation mode analysis. 241 
 242 
SSR segregation 243 
Segregation mode was analyzed from the inferred diploid gamete structure. Using the 244 
constrained nonlinear regression function, the estimated values of τ (proportion of gametes 245 
formed by random meiotic chromosome associations) of the best intermediate inheritance 246 
models, at the 16 studied loci, were ranged between 0.07 and 0.58 (Table 3). At these loci, 247 
the fit of intermediate models showed a significantly better fit than the full tetrasomic 248 
inheritance null model (Table 3). The likelihood of intermediate model decreased near to τ=0. 249 
Thus, their deviance G increased asymptomatically when approaching full disomic 250 
inheritance τ=0, reached its minimum before increasing highly again, when the value of τ 251 
tends to 1 (Figure 2). 252 
mCrCIR02D04b, mCrCIR03D12a and mCrCIR07D06 are markers belonging to the same 253 
linkage group (4). Besides the same inheritance mode, preferential chromosome pairing 254 
involved homologous chromosomes with close proportions of gametes formed by random 255 
meiotic chromosome associations at these loci. The average value of τ for the markers of this 256 
linkage group is 0.28. The same similarity for locus appertaining to a same linkage group 257 
were observed at mCrCIR02D09, MEST46 (group 2; average τ=0.09); CiBE5055, MEST 431 258 
(group 1; average τ=0.50); mCrCIR01F08a, mCrCIR07E12 (group 5; average τ=0.39) and 259 
mCrCIR02A09, mCrCIR07B05, mCrCIR02G02 (group 8; average τ=0.15). At the others loci, 260 
mCrCIR02G12, mCrCIR02F12, mCrCIR07E05 and mCrCIR02B07, located each in different 261 
linkage groups, preferential chromosome pairing was also between homologous chromosomes 262 
with a value of τ ranged between 0.21 and 0.38. 263 
To summarize, at 16 SSR markers distributed on all nine linkage groups, disomic inheritance 264 
was rejected because of the presence of unexpected gamete genotypes. Tetrasomic inheritance 265 
was also rejected. Intermediate inheritance showed a better fit at all studied loci, involving 266 
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homologous chromosome pairing. The frequency of homologous preferential pairing varies 267 
between linkage groups. 268 
 269 
Double reduction rate estimation 270 
The allelic conformation allowed to analyze the double-reduction rate at 11 loci. Indeed for 271 
MEST 46, MEST 431, mCrCIR01F08a, mCrCIR07B05, and mCrCIR07E05 markers with 272 
double duplex conformation none of the double reduction gamete should be differenced from 273 
the others. For locus mCrCIR02F12 null allele prevented double reduction gametes 274 
identification. 275 
Double reduction gametes have been identified for mCrCIR02D09, mCrCIR02G12, 276 
mCrCIR03D12a, mCrCIR02A09, and mCrCIR02B07. In all these loci, double reductions 277 
gametes were partially observed, because of common alleles and the estimated rates are given 278 
(Table 4). 279 
No double reduction gametes were detected for locus mCrCIR02G02, CiBE5055, 280 
mCrCIR02D04b, mCrCIR07D06 and mCrCIR07E12. 281 
Double reduction gametes in distorted markers were not considered. 282 
Heterozygosity transmission and gamete diversity 283 
Diploid gametes issued from this intergeneric somatic hybrid transmitted both intra and 284 
interparental heterozygosity. The rate of interparental heterozygosity transmission is directly 285 
linked with τ. Indeed, in loci where pairing was between homologous chromosome, 286 
interparentale heterozygosity transmission rates were ranged between 79% and 97% and 287 
decreased linearly with increasing values of τ (Figure 3).  288 
When analyzing the individual gametic structures with the 16 locus allowing a complete 289 
differentiation of alleles from Poncirus and Citrus, we founded 4 diploid gametes with 290 
complete intergeneric heterozygosity transmission. The average intergeneric heterozygosity 291 
transmission was 90 % and the intrageneric one only 3%. The preferential pairing and 292 
consecutive predominant intergeneric heterozygosity transmission have for consequence that 293 
the gamete genetic diversity is mainly due to segregations of the parental intra-generic 294 
diversity. This is clearly shown by the distribution of dissimilarities between gametes of the 295 
allotetraploid (Figure 4). The dissimilarity average based on all alleles (0.291) is strongly 296 
higher of the dissimilarity average based only on intrageneric segregation (0.113). 297 
 298 
 299 
 300 
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DISCUSSION  301 
 302 
Segregation distortion are frequent in citrus and should be reduced for diploid gametes 303 
Deviations to Mendelian allelic segregation at only 3 of the studied loci, mCrCIR02D03, 304 
mCrCIR07C09 and mCrCIR03F05, were observed with significant chi square test. Abnormal 305 
segregation of markers has already been observed in Citrus, particularly in diploid crosses of 306 
individuals belonging to different genera [50-53]. They were particularly marked in the 307 
progeny of a diploid intergeneric hybrids between “Cleopatra” mandarin (C. reticulata) and 308 
Poncirus trifoliata [54], but are also found at intrageneric level and are generally much more 309 
important for the male parent than the female one [48, 55]. For species with vegetative 310 
propagation like citrus, unfavorable mutations can accumulate in heterozygous status without 311 
affecting the diploid plants but are revealed by further sexual mating particularly through the 312 
pollen competition. Beside recessive lethal or unfavorable factors, these distortions could be 313 
generated by gametic incompatibility genes, gametic competition, abortion of zygotes or 314 
gamete and preferential fertilization [52, 56]. It is very likely that these factors are less 315 
pregnant for highly heterozygous diploid gametes produced by allotetraploid hybrids than for 316 
haploid gametes produced by diploid parents. Inheritance study at these distorted loci was 317 
cancelled. Indeed, none of the models have a good fit with the data due to these observed 318 
distortions.   319 
  320 
The intergeneric C. reticulata + P. trifoliata present intermediary segregation and 321 
preferential homologous chromosome pairing is variable among linkage groups:  322 
Random tetrasomic segregation could be rejected as well as complete disomic inheritance in 323 
our intergeneric somatic hybrid. Among the 19 selected SSR, 16 SSR markers were retained 324 
for inheritance study. For all these loci, intermediate model provided a significant better fit 325 
than the null model of full tetrasomic inheritance with a preferential pairing occurring 326 
between chromosomes derived from the same parent. At these loci, the proportion of gametes 327 
formed by random meiotic chromosome association τ varied from 0.07 to 0.58.  328 
Summarizing, in WLM+PON, intermediate inheritance is approved instead of full disomic 329 
inheritance as expected indicating relatively high homology between fusion parents genomes. 330 
However, homologous chromosomes paired more frequently than homeologous ones. The 331 
inheritance observed for a Citrus interspecific somatic hybrid between mandarin and lemon 332 
was also intermediate but with a tendency to tetrasomy [57]. Molecular phylogenetic studies 333 
based on nuclear [25, 28], chloroplast [26, 28] and mitochondrial [27] genome clearly 334 
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demonstrate that genetic distances are higher between the Poncirus genus and Citrus species 335 
than within the Citrus genus. A higher homology is thus expected between mandarin and 336 
lemon than between mandarin and Poncirus and it is logical that preferential pairing was less 337 
marked in the interspecific hybrid than the intergeneric one.  338 
Intermediate inheritance in Citrus intergeneric somatic hybrid is in agreement with the sexual 339 
compatibility observed between Citrus and Poncirus [58] testifying of high homology at the 340 
intergeneric level. However preferential pairing between homologous chromosomes is clearly 341 
predominant in the allotetraploid hybrid. This result is in agreement with cytogenetic study 342 
realized in an intergeneric Citrus somatic hybrid between “Cleopatra” mandarin (C. 343 
reticulata) and “Argentine” Poncirus (P. trifoliata) (Chen, et al. 2004). A high percentage of 344 
bivalents was observed, in this tetraploid somatic hybrid, suggesting a low chromosome 345 
homology between the fusion parents. Citrus interspecific somatic hybrids showed univalents 346 
and multivalents formation during meiosis [57, 59, 60] and this cytogenetic observation was 347 
associated with preferential tetrasomic inheritance for the C. reticulata + C. lemon hybrid. 348 
However, meiotic behavior, only, is not sufficient for distinguishing between the two modes 349 
of inheritance. Multivalents can be observed only at the early stages of meiotic division and 350 
can remain undetected because they have already dissociated at the stages generally observed 351 
[61]. Moreover, bivalents formation do not necessary indicates pairing affinity and thus 352 
chromosome homology [11]. Indeed, tetrasomic inheritance was associated with exclusively 353 
bivalent pairing in Lotus corniculatus [16] and in colchicine-induced autotetraploid Brassica 354 
oleracea [62].  355 
Our results suggest that preferential pairing is variable between linkage groups and therefore 356 
that the intergeneric genome divergence could be not identical for the different chromosomes. 357 
Similar observation of variability of preferential pairing revealed by different locus was made 358 
in second-generation of autotetraploid pacific oysters [63]. In sugar cane, Janno et al [64] 359 
demonstrated differential chromosome pairing affinities between the multiple homeologous 360 
chromosome copy of this highly polyploid crop.  361 
 362 
Double reduction rates and heterozygosity transmission 363 
In the obtained progeny, double reduction gametes have been observed in four loci. Indeed, 364 
tetraploids can undergo double reduction when multivalent are formed and a cross-over 365 
occurs between a locus and its centromere followed by adjacent segregation [65]. The 366 
maximum frequency of double reduction is 1/6 and can be reached if quadrivalents were 367 
always formed at meiosis [14]. Our progeny sample size is probably not enough for a rightful 368 
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estimation of double reduction rate in our somatic hybrid. Estimated double reduction rates 369 
were lower than their theoretical maximal value and were closer to the theoretical minimum 370 
(0) than to its maximum (1/6). The analyzed locus present a good dispersion in the 371 
Clementine genetic map [48] and we can assume that they are not all centromeric; thus these 372 
results are indicative of low tetravalents formation in the analyzed somatic hybrid.  373 
Concerning the transmission of heterozygosity, tetraploid somatic hybrids can display high 374 
heterozygosity at gametic level. Under tetrasomic inheritance, produced diploid gametes, 375 
should transmit intraparental or interparental heterozygosity to triploid progeny [66, 67]. 376 
However, when there is a high differentiation between the two somatic hybrids parents, 377 
disomic inheritance will lead to only interspecific heterozygosity transmission. When 378 
inheritance is intermediate, transmission of intraparental or interparental heterozygosity is 379 
dependent on chromosome pairing mode and double reduction rates. For a same linkage 380 
group this last parameter will be higher for telomeric markers than centromeric ones thus 381 
heterozygosity transmission is slightly higher for centromeric loci than telomeric ones. If the 382 
preferential pairing involves homologous chromosomes, intraparental and interparental 383 
heterozygosity restitutions will respectively increase and decrease, with increasing values of 384 
τ. Conversely, if homeologous chromosomes pair preferentially, intraparental and 385 
interparental heterozygosity restitution will respectively decrease and increase with an 386 
increasing τ values as observed by Kamiri, et al [57] for an interspecific hybrid between 387 
mandarin and lemon. Thus, interparental heterozygosity restitution was much more higher in 388 
our intergeneric somatic hybrid (average 90%) than in the interspecific somatic hybrids 389 
studied by Kamiri et al [57]. 390 
 391 
Implications for breeding:  392 
For perennial vegetatively propagated crops with a long juvenile phase, like citrus, breeding 393 
strategies are generally based on one cycle of variability induction (hybridization, 394 
mutagenesis, biotechnologies) followed by a selection/validation process and clonal 395 
propagation of elite genotypes. In order to improve the effectiveness of such strategies, it 396 
appears essential to optimize the transfer of the genetic gains obtained by phenotypic 397 
selection at the parental level. As citrus germplasm is generally highly heterozygous [25, 31], 398 
it is important to transmit parental heterozygosity to the progenies to prevent global breakage 399 
of the favorable complex multilocus genotypic structure selected at the parental level. We 400 
have shown that the differentiation between C. reticulata and Poncirus trifoliata genomes 401 
was sufficient to drive preferential homologous pairing and highly predominant intergeneric 402 
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heterozygosity transmission. Under such inheritance mode, most of the diversity of the 403 
progenies is based on initial intrageneric diversity given by the parent of the allotetraploid 404 
somatic hybrid. Thus if the parents of the allotetraploid are heterozygous for important traits 405 
important segregation should occur for these traits and the “Tetrazyg” strategy [32] should 406 
requires the optimization of multi-traits selection processes. At the opposite, if important 407 
dominant traits are homozygous for the parents of the intergeneric somatic hybrids they will 408 
be transmitted with high frequency to the progenies of the somatic hybrid. Beside inheritance 409 
of intergeneric somatic hybrids our results suggest that doubled diploid of intergeneric diploid 410 
sexual hybrids such as citrandarin (C. reticulata x P. trifoliata), citrange (C. sinensis x P. 411 
trifoliata) or citrumello (C. paradisis x P. trifoliata) should produce gametes transferring a 412 
very important part of the genome of the initial diploid hybrid. Thus the phenotypic selection 413 
at the level of the diploid intergeneric parents should have a strong impact on the products of 414 
the “Tetrazyg” strategy.  415 
 416 
 417 
 418 
 419 
 420 
 421 
 422 
 423 
 424 
 425 
 426 
 427 
 428 
 429 
 430 
 431 
 432 
 433 
 434 
 435 
 436 
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Figure Captions 
 
Figure 1: Ploidy evaluation of Chandler pummelo x (Willowleaf mandarin + Pomeroy 
Poncirus) progeny: Mitotic chromosome counts from young leaf preparation of a progeny 
sample of CHA X WLM+PON showing 27 chromosomes counterstained with DAPI. 
Figure 2: Deviance (fit) of 4 observed SSR loci segregation in WLM+PON somatic hybrid to 
inheritance models ranging from τ=0 (full disomic) to τ=1 (full tetrasomic). 
Figure 3: Interparental heterozygosity transmission rate in 16 SSR segregating intermediately 
with homologous preferential pairing in CHA X WLM+PON triploid progeny. 
Figure 4: Distribution of genetic dissimilarities between diploid gametes of WLM+PON 
somatic hybrid based on intergeneric segregation (a) and all alleles segregation (b). 
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Table 1: Characteristics of selected SSR markers used for Willowleaf mandarin+ Pomeroy Poncirus somatic hybrid (WLM+PON) allelic 
inheritance study.  
 
 
Locus EMBL 
Linkage 
group 
Primer sequence (5′–3′) Tm (C°) 
F:AATGATGAGGGTAAAGATG 
mCrCIR02D09 FR677569 2 
R:ACCCATCACAAAACAGA 
55 
F : AACCAGAATCAGAACCCGA 
MEST46 FC901824 2 
R : GGTGAGCATCTGGACGACTT 
55 
F:AAACCGAAATACAAGAGTG 
mCrCIR02G12 FR677575 3 
R:TCCACAAACAATACAACG 
55 
F:AACAGTGGTTCTGGGAAATAG 
CiBE5055 ET111355 1 
R:GGTGGTCTCAAAGTCATCATC 
55 
F : GAGCTCAAAACAATAGCCGC 
MEST431 FC883898 1 
R : CATACCTCCCCGTCCATCTA 
55 
F:CTCTCTTTCCCCATTAGA 
mCrCIR02D04b FR677564 4 
R:AGCAAACCCCACAAC 
50 
F:GCCATAAGCCCTTTCT 
mCrCIR03D12a FR677577 4 
R:CCCACAACCATCACC 
50 
F:CCTTTTCACAGTTTGCTAT 
mCrCIR07D06 FR677581 4 
R:TCAATTCCTCTAGTGTGTGT 
55 
F:CTAAGGAAGAGTAGAGAGCA 
mCrCIR03F05 FR692364 4 
R:TAAAATCCAAGGTTCCA 
50 
F:ATGAGCTAAAGAGAAGAGG 
mCrCIR01F08a AM489737 5 
R:GGACTCAACACAACACAA 
50 
F:TGTAGTCAAAAGCATCAC 
mCrCIR07E12 AM489750 5 
R:TCTATGATTCCTGACTTTA 
50 
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F:ACAGAAGGTAGTATTTTAGGG 
mCrCIR02A09 FR677568 8 
R:TTGTTTGGATGGGAAG 
50 
F:TTTGTTCTTTTTGGTCTTTT 
mCrCIR07B05 AM489747 8 
R:CTTTTCTTTCCTAGTTTCCC 
50 
F:CAATAAGAAAACGCAGG 
mCrCIR02G02 FR677572 8 
R:TGGTAGAGAAACAGAGGTG 
55 
F:GGCCATTTCTCTGATG 
mCrCIR02F12 FR677570 6 
R:TAACTGAGGGATTGGTTT 
55 
F:CAGACAACAGAAAACCAA 
mCrCIR02D03 FR692360 7 
R:GACCATTTTCCACTCAA 
55 
F:GGAGAACAAAACACAATG 
mCrCIR07E05 AM489749 7 
R:ATCTTTCGGACAATCTT 
50 
F:GACCCTGCCTCCAAAGTATC 
mCrCIR07C09 AJ567410 9 
R:GTGGCTGTTGAGGGGTTG 
55 
F:CAGCTCAACATGAAAGG 
mCrCIR02B07 AJ567403 9 
R:TTGGAGAACAGGATGG 
50 
            Tm: Final annealing temperature 
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Table 2. Distribution of observed genotypes in the Chandler pummelo x (Willowleaf mandarin + Pomeroy Poncirus) progeny at the 19 studied 
loci. For 3 of these loci allelic distortion, have been observed (*). Corresponding P values for “Allelic distortion” are given. 
Parental genotypes 
Locus 
Linkage 
group 
WLM PON 
Progeny observed genotypes 
Allelic 
distortion 
p value 
AA AB AC BB CC BC  
mCrCIR02D09 
 
2 
 
AB 
 
CC 1 0 25 1 1 30  
 
0,79 
AA AB BB      
MEST46 
 
2 
 
BB 
 
AA 2 56 0     
 
0,71 
AA AB AC BB CC BC   
mCRCIR02G12 
 
3 
 
CC 
 
AB 2 3 25 1 0 27  
 
0,54 
AA AB AC BB CC BC   
CiBE5055 
 
1 
 
BC 
 
AA 5 22 28 0 0 3  
 
0,68 
AA AB BB      
MEST431 
 
1 
 
BB 
 
AA 5 46 7     
 
0,68 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR02D04b 
 
4 
 
AA 
 
BC 5 28 24 0 0 1  
 
0,66 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR03D12a 
 
4 
 
AA 
 
BC 1 28 24 1 1 3  
 
0,66 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR07D06 
 
4 
 
AB 
 
CC 0 0 26 0 6 26  
 
0,54 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR03F05 
 
4 
 
BB 
 
AC 2 27 8 0 4 17  
 
0,02* 
AA AB BB      
mCrCIR01F08a 
 
5 
 
BB 
 
AA 3 50 5     
 
0,71 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR07E12 
 
5 
 
AC 
 
BB 0 26 5 2 0 25  
 
0,79 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR02A09 
 
8 
 
CC 
 
AB 1 1 28 0 2 26  
 
0,87 
AA AB BB      
mCrCIR07B05 
 
8 
 
BB 
 
AA 1 55 2     
 
0,85 
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AB AC AD CD BD BC   
mCrCIR02G02 
 
8 
 
AB 
 
CD 2 23 7 1 12 13  
 
0,14 
AB AC A0 C0 B0 BC   
mCrCIR02F12 
 
6 
 
AB 
 
C0 3 14 10 1 9 21  
 
0,16 
AA BB CC AB AC BC   
mCrCIR02D03 
 
7 
 
AB 
 
AC 1 1 1 5 28 22  
 
1,14E-06* 
AA AB BB      
mCrCIR07E05 
 
7 
 
BB 
 
AA 4 51 3     
 
0,85 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR07C09 
 
9 
 
AC 
 
BC 1 20 7 1 11 18  
 
0,04* 
AA AB AC BB CC BC   
mCrCIR02B07 
 
9 
 
AC 
 
BB 0 25 3 5 2 23  
 
0,97 
WLM : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin  
PON : Poncirus trifoliata cv Pomeroy 
WLM+EUR : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin + Poncirus trifoliata cv Pomeroy 
CHA : Citrus maxima cv Chandler pummelo 
A, B, C, D: allele length (A represents the longest allele) 
0: null allele 
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Table 3: Fitting inheritance model and rates of intraparental and interparental heterozygosity on segregation of 16 SSR loci in CHA X 
WLM+PON triploid progeny.  
 
Best model % Heterozygosity 
SSR Linkage group WLM PON WLM+PON Pref Pairing Betatau Tau LRT p value Intraparenatl Interparental 
mCrCIR02D09 2 AB CC ABCC AB/CC 0,07 0,07 20,03 4,00E-06 2% 95% 
            
MEST46 2 BB AA  AABB AA/BB - 0,1 32,04 7,56E-09 0% 97% 
            
mCrCIR02G12 3 CC AB ABCC CC/AB 0,05 0,21 12,74 1,79E-04 5% 90% 
            
CiBE5055 1 BC AA AABC BC/AA - 0,41 5,79 8,04E-03 5% 86% 
            
MEST431 1 AA BB AABB AA/BB - 0,58 4,41 1,78E-02 0% 79% 
            
mCrCIR02D04b 4 AA BC AABC AA/BC - 0,31 8,39 1,89E-03 2% 90% 
            
mCrCIR03D12a 4 AA BC AABC AA/BC 0,04 0,23 11,42 3,64E-04 5% 90% 
            
mCrCIR07D06 4 AB CC ABCC AB/CC - 0,31 8,39 1,89E-03 0% 90% 
            
mCrCIR01F08a 5 BB AA AABB AA/BB - 0,41 11,45 3,57E-04 0% 86% 
            
mCrCIR07E12 5 AC BB ABBC AC/BB - 0,36 7,01 4,06E-03 9% 88% 
            
mCrCIR02A09 8 CC AB ABCC CC/AB 0,03 0,14 14,19 8,20E-05 2% 93% 
            
mCrCIR07B05 8 BB AA AABB AA/BB - 0,16 27,26 8,88E-08 0% 95% 
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mCrCIR02G02 8 AB CD ABCD AB/CD - 0,16 13,79 1,02E-04 5% 95% 
            
mCrCIR02F12 6 AB C0 ABC0 AB/C0 - 0,21 11,73 3,07E-04 7% 93% 
            
mCrCIR07E05 7 BB AA AABB AA/BB - 0,36 13,86 9,90E-05 0% 88% 
            
mCrCIR02B07 9 AC BB ABBC AC/BB 0,07 0,38 6,34 5,89E-03 5% 83% 
 
 
Comparison of fit has been made between tetrasomic null model and the best fitting intermediate model. LRT values were evaluated as described in Materials and methods 
and are significant at the indicative level. 
WLM : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin  
EUR : Citrus limon cv Eureka lemon 
WLM+EUR : Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin + Citrus limon cv Eureka lemon somatic hybrid 
CHA : Citrus maxima cv Chandler pummelo 
A, B, C, D: allele length (A represents the longest allele) 
0: null allele 
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Table 4: Observed and estimated double reduction rates per locus for WLM+PON produced gametes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Locus Parental type Observed double reduction rate Estimated double reduction rate 
mCrCIR02D09 ABCC 0,034 0,070 
    
mCrCIR03D12a AABC 0,034 0,041 
    
mCrCIR02G12 ABCC 0,052 0,052 
    
mCrCIR07D06 ABCC 0,000 0,003 
    
mCrCIR02A09 ABCC 0,017 0,034 
    
mCrCIR02B07 ABBC 0,034 0,069 
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V. DISCUSSION GÉNÉRALE 
V.1 BIOLOGIE DE LA REPRODUCTION DES HYBRIDES 
SOMATIQUES D’AGRUMES 
Le développement de nouveaux cultivars d’agrumes par les méthodes de sélection classique a 
été limité par la complexité de leur système de reproduction (Grosser et Gmitter 1990a; 
Swingle et Reece 1967) caractérisé par la présence de stérilité, de l’apomixie partielle et de 
gènes d’incompatibilité. L’hybridation somatique a permis de contourner cette complexité et 
de combiner des variétés possédant un potentiel intéressant et complémentaire (Grosser et 
Gmitter 1990a; Grosser et Gmitter 1990b). L’intérêt des hybrides somatiques obtenus est 
double, ils peuvent être utilisés directement dans les programmes de sélections de porte-greffe 
ou ils peuvent rentrer dans les programmes de création variétale pour générer des cultivars 
triploïdes lors de croisements avec des diploïdes (Ollitrault, et al. 2008). Dans ce dernier cas, 
il est donc particulièrement important de connaître la transmission de ce système de 
reproduction à l’hybride somatique. De plus, la distance génétique entre les parents peut avoir 
une grande influence sur le mode d’appariement chromosomique et de recombinaison ayant 
lieu à la méiose. Les relations entre les génomes parentaux peuvent entraîner des irrégularités 
méiotiques et avoir des conséquences sur la viabilité des gamètes produits (Jong, et al. 1993). 
A ce jour, seules des études partielles sur la transmission des caractères liés à la biologie de la 
reproduction ont été réalisées chez des hybrides somatiques d’agrumes. Sur la base de sept 
combinaisons associant des parents aux phénotypes très contrastés, WLM, EUR, PON, SRG, 
COC, MEL et SHO, la transmission de plusieurs caractères phénotypiques a été étudiée chez 
sept hybrides somatiques tétraploïdes.   
V.1.1 Contributions parentales à l’élaboration du système de reproduction de 
l’hybride somatique et plus généralement au phénotype. 
Les processus responsables des modifications fonctionnelles et structurelles chez les hybrides 
somatiques liées à la combinaison de deux génomes distincts restent encore mal compris 
(Albertin, et al. 2007). Ces modifications, pouvant conduire à l’apparition de nouveaux 
phénotypes, absents chez les parents diploïdes, sont dues à une hérédité non additive chez les 
Discussion générale 
187 
allopolyploïdes (Chen et Zhongfu 2006; Comai 2005; Madlung, et al. 2002; Osborn, et al. 
2003).  
L’étude réalisée sur la transmission de la morphologie florale, de la fertilité mâle et femelle, 
des caractéristiques polliniques et de l’apomixie a été conduite sur sept hybrides somatiques 
allotétraploïdes d’agrumes. Ces hybrides somatiques présentent majoritairement des 
phénotypes intermédiaires ou proches de l’un ou l’autre des parents diploïdes mais aussi de 
nouveaux phénotypes, différents des phénotypes parentaux. 
Au niveau de la morphologie florale, les hybrides somatiques étudiés, peuvent présenter des 
phénotypes intermédiaires aux phénotypes parentaux avec ou sans dominance de l’un des 
parents. Ainsi certains caractères, affichés par ces hybrides somatiques, évoquent une 
expression additive des gènes, tels que le nombre moyen d’étamines de WLM+SRG et 
SRG+COC qui est intermédiaire aux 2 parents. Par ailleurs, WLM+SRG et SRG+MEL 
affichent une longueur de pétales intermédiaire aux parents diploïdes avec dominance du 
phénotype de SRG. D’autres caractères suggèrent une expression transgressive, tels que le 
diamètre moyen des fleurs chez WLM+PON et SRG+MEL ou la longueur moyenne des 
pétales chez MEL+SHO et WLM+SHO. En effet, ces caractères présentent des tailles 
supérieures aux deux parents diploïdes. Ces résultats sont en accord avec ceux observés par 
(Kobayashi, et al. 1995). Les hybrides somatiques étudiés ont montré certains phénotypes 
intermédiaires et d’autres différents de leurs parents diploïdes. Ces différences d’envergure 
pourraient être dues à l’augmentation du niveau de ploïdie. Effectivement, une des 
conséquences de la polyploïdisation est l'augmentation du volume cellulaire (Cavalier-Smith 
1978). Cette augmentation du volume cellulaire se traduit par la formation d’organes 
végétatifs et reproductifs plus volumineux que chez les parents diploïdes (Otto et Whitton 
2000). D’un point de vue plus global, les hybrides somatiques impliquant le SRG présentent 
un appareil floral plus proche de ce dernier pendant que ceux impliquant WLM possèdent une 
fleur plus proche du second parent. 
Au niveau pollinique, la taille des grains de pollen produits par les hybrides somatiques est 
comparable à un des deux parents ou supérieure aux deux. Les hybrides somatiques 
WLM+EUR, SRG+COC et WLM+SRG présentent des taux de germination et de viabilité 
polliniques intermédiaires aux deux parents diploïdes mais plus proches du parent le plus 
faible. En revanche, les hybrides somatiques WLM+PON, WLM+SHO et MEL+SHO 
montrent des taux de germination et de viabilité polliniques inférieurs à leurs deux parents.   
L’ensemble des hybrides somatiques se différencie des parents diploïdes par un taux de 
micropollen produit plus élevé à l’exception de WLM+PON. 
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Des résultats similaires, au niveau pollinique, ont été observés chez trois hybrides somatiques 
interspécifiques d’agrumes : Orange Hamlin+Rough lemon, Orange Valencia+Lime Key et 
Orange Valencia+Citron Femminello (Chen, et al. 2004; Del Bosco, et al. 1999). Le taux de 
micropollen généralement corrélé positivement au taux d’univalents produits lors de la méiose 
(Chen, et al. 2004) et négativement à la viabilité pollinique (Del Bosco, et al. 1999) peut être 
indicatif d’une homologie génomique entre les parents diploïdes. En effet, malgré une 
compatibilité sexuelle entre ces parents diploïdes, l’hybride somatique WLM+PON, hybride 
intergénérique, affiche un taux nul de micropollen produit. Ce résultat peut être dû à une 
homologie réduite au niveau intergénérique.  
Le nombre moyen de pépins par fruit, représente une mesure approximative de la fertilité 
femelle d’une espèce. Le nombre moyen de pépins chez les Citrus est associé à la taille du 
fruit ainsi qu’aux conditions environnementales (García, et al. 2000). L’évaluation de cette 
fertilité est compliquée par l’embryonie nucellaire des variétés étudiées. Cependant la fertilité 
femelle de l’ensemble des hybrides somatiques est intermédiaire à celle de leurs parents 
diploïdes. Une dominance du SRG, pour la fertilité femelle, est observée pour l’ensemble des 
hybrides somatiques impliquant ce dernier. Cependant, aucune dominance du mandarinier 
n’est observée au niveau des hybrides somatiques l’impliquant. Une tendance générale de non 
additivité et de dominance du SRG sur les autres parents diploïdes est observée au niveau de 
l’ensemble des hybrides somatiques étudiés. 
Ainsi, les observations effectuées sur les caractères liés à la biologie de la reproduction 
mettent plutôt en évidence une tendance globale de non additivité avec une dominance du 
SRG sur les autres parents. En revanche, chez les hybrides somatiques résultants des 
combinaisons avec le mandarinier, aucune dominance de ce dernier n’a été observée. 
Plusieurs travaux accomplis sur la transmission de phénotypes chez les hybrides somatiques 
d’agrumes tels que les polyphénols de la pulpe (Tusa, et al. 2007), les composés aromatiques 
des feuilles (Alonzo, et al. 2000; Del Bosco, et al. 1998; Gancel, et al. 2006; Gancel, et al. 
2003; Gancel, et al. 2005a; Gancel, et al. 2005b) ou les teneurs en acides organiques et sucres 
(Bassene, et al. 2009a; Bassene, et al. 2009b) attestent de la difficulté de prévision des 
phénotypes des hybrides en fonction des parents. Ainsi, chez les agrumes l’étude des 
composés aromatiques des feuilles d’un dispositif diallèle d’hybrides somatiques a mis en 
évidence l’importance de cette variance d’interactions (Gancel 2004). Les profils qualitatifs et 
quantitatifs des composés aromatiques des hybrides entre le mandarinier commun (C. 
reticulata) et le limetier mexicain (C. aurantifolia (Christm.) Swing.), le citronnier Eureka (C. 
limon (L.) Burm.), l'oranger Shamouti (C. sinensis (L.) Osb.), le pomelo Star Ruby (C. 
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paradisi Macfayden), le kumquat Nagami (Fortunella margarita (Lour.) Swing.), le poncirus 
(Poncirus trifoliata (L.) Raf.) sont marqués par la dominance du mandarinier sur les autres 
parents. En revanche, chez les hybrides somatiques résultants des combinaisons entre le 
limetier, le citronnier, le cédratier, l'oranger et le pomelo, aucune dominance n'a été 
clairement observée contrairement aux hybridations impliquant le mandarinier (Gancel, et al. 
2005a). Chez des hybrides allotétraploïdes entre Arabidopsis thaliana et A. arenosa, les 
mêmes phénomènes de dominance ont été observés. Ces hybrides présentent une morphologie 
variable mais très proche du parent A. arenosa ; on parle alors d’une dominance 
morphologique d’A. arenosa sur A. thaliana (Comai 2000; Madlung, et al. 2002; Wang, et al. 
2006).  
L’évaluation de la transmission de l’apomixie et de la mono/polyembryonie chez les hybrides 
somatiques est plus complexe. En effet, SRG+MEL, WLM+SRG et WLM+SHO ont montré 
des taux de polyembryonie largement inférieurs à leurs parents diploïdes. De plus, les 
descendances de WLM+SRG et WLM+SHO ont montré des taux élevés de plants zygotiques 
en comparaison avec leurs parents respectifs.  
Plusieurs modèles de contrôle génétique de l’apomixie ont été proposés auparavant dans la 
littérature. Parlevliet et Cameron (1959) suggèrent que l’apomixie/polyembryonie seraient 
contrôlés par un gène dominant P. Les résultats obtenus lors de notre étude chez l’hybride 
somatique SRG+COC écartent ce modèle. En effet, en considérant un contrôle monogénique 
de ces caractères, la descendance d’un hybride somatique de cédratier et de pomelo devrait 
être fortement apomictique et polyembryonée. Cameron et Soost (1979) ont constaté que les 
ratios de ségrégation dans certaines populations n’étaient pas compatibles avec le modèle 
gène dominant unique. Ils ont alors révisé ce premier modèle et ont proposé un second à deux 
gènes dominants, chacun étant hétérozygote chez le Poncirus P1p1 P2p2. Hong et al. (2001) 
ont proposé un modèle avec deux gènes complémentaires A1 et A2. 
La transmission de l’apomixie a été ensuite décrite chez le Poncirus comme étant basée sur un 
gène dominant Ne1. Ce gène conférant le caractère d’embryonie nucellaire étant hétérozygote 
chez le Poncirus Ne1 ne1 (Kepiro et Roose 2009). D’autres travaux suggèrent que l’apomixie 
est un caractère à contrôle multigénique, indépendant de la polyembryonie. En effet, dans un 
croisement Citrus volkameriana X Poncirus trifoliata, deux positions génomiques chez P. 
trifoliata et six chez  C. volkameriana se sont avérées responsables des variations 
apomictiques (García, et al. 1999). Asins et al. (2002), ont porté le nombre de régions 
responsables des variations de l’apomixie à  huit chez C. volkameriana. Cependant, le modèle 
proposé par Garcia et al. (1999) et modifié par Asins et al. (2002) est basé sur une analyse 
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QTL. Les parents utilisés pour ce croisement possèdent une embryonie nucellaire, ce qui 
complique l’analyse de la transmission de l’apomixie.    
Un modèle de transmission de l’apomixie et de la mono/polyembryonie chez les hybrides 
somatiques a été proposé à partir des travaux de Hong et al. (2001). Ce modèle implique deux 
gènes dominants A et B contrôlant l’apomixie et deux autres gènes dominants C et D 
contrôlant la mono/polyembryonie. Ainsi un génotype apomictique diploïde serait A_B_ et un 
génotype polyembryoné C_D_. Toutefois, au niveau polyploïde, il semblerait que le rapport 
des doses des gènes A ; B et C ; D exerce un effet inverse « feedback » sur l’expression de ces 
gènes, conduisant à la réduction des taux de plants nucellaires et du taux de polyembryonie 
chez certains hybrides somatiques où ce rapport est élevé.  
Ce modèle reste une hypothèse parmi plusieurs. En effet, la polyploïdie est connue pour 
induire des variations de l’expression génétique et des systèmes de régulation de cette 
expression (Osborn, et al. 2003). Des modifications épigénétiques peuvent aussi être 
responsables de ces variations de l’expression génétique comme observé pour des 
allopolyploïdes d’Arabidopsis et de Brassica (Chen 2007; Madlung, et al. 2002). Ces 
variations liées à la polyploïdisation peuvent mener à un élargissement de la gamme 
phénotypique chez les polyploïdes (Paterson 2005).  
Le contrôle génétique de l'apomixie observé dans les agrumes est assez complexe par rapport 
aux connaissances actuelles sur le contrôle génétique de l'apomixie gamétophytique. La 
participation de plusieurs QTL dans le contrôle génétique de l’apomixie rend l’étude de          
la transmission de celle ci chez les hybrides somatiques très complexe. 
V.2 L’ORIGINE GENETIQUE DES PLANTES PRESENTANT 
DIFFERENTS NIVEAUX DE PLOÏDIE ISSUES DE CROISEMENTS 
ENTRE DIPLOÏDES ET HYBRIDES SOMATIQUES TETRAPLOÏDES 
D’AGRUMES 
L’hybridation somatique permet d’accroître la diversité utile de complexes d’espèces, d’une 
part en contournant les incompatibilités ou contraintes sexuelles et, d’autre part en combinant 
les génomes nucléaires, chloroplastiques et mitochondriaux de cellules différentes (Ollitrault, 
et al. 2000b). Cette technique est d’une grande utilité dans les programmes de création 
variétale ou de porte-greffe chez les agrumes. En effet, cette technique permet d’obtenir des 
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hybrides somatiques tétraploïdes utilisables dans les croisements 2x X 4x pour la création de 
cultivars triploïdes aspermes (Ollitrault, et al. 2008).  
Cependant, dans certains croisements 2x X 4x, la situation est plus complexe car des plantules 
diploïdes, triploïdes et tétraploïdes ont été identifiées.  
L’utilisation des marqueurs SSR codominants, polymorphes entre les parents, couplée à un 
dosage allèlique via électrophorèse capillaire MAC-PR a  été très utile pour étudier l’origine 
génétique des différentes plantes issues de ces croisements. L’analyse a ainsi permis de 
conclure que les tétraploïdes, issus dans les trois descendances FOM X WLM+SRG, EUR X 
MEL+SHO et EUR X SRG+COC, sont issus de la fécondation de gamètes femelles non 
réduits 2n par du pollen de tétraploïdes.  
La fréquence et le type de ces gamètes non réduits semblent dépendants de l’espèce, du 
génotype et des conditions environnementales (Barcaccia, et al. 1997). Une douzaine de gènes 
liés à la réduction méiotique et la restitution nucléaire a été observée et isolée chez 
Arabidopsis et d’autres plantes (Consiglio, et al. 2004; Kaul et Murthy 1985). Chez les 
agrumes, l’étude de la restitution de l’hétérozygotie maternelle a montré que la SDR est le  
principal mécanisme responsable de la production de 2n gamètes femelles chez la clémentine 
(Luro, et al. 2000) et le mandarinier Fortune (Cuenca et al, accepté). Cependant, d’après Chen 
et al. (2008) la FDR serait le mécanisme conduisant à la formation de 2n gamètes chez 
l’orange. Ainsi, dans nos croisements impliquant le mandarinier Fortune, les tétraploïdes sont 
issus de SDR. En revanche, les citronniers n’ayant jamais été étudiés pour leur mode de 
restitution, le faible nombre d’individus tétraploïdes obtenus dans nos populations ne nous a 
pas permis d’évaluer leur mode de formation. En effet, le mode de formation des 2n gamètes 
est déterminé de manière statistique sur des populations de plusieurs dizaines d’individus. Les 
hybrides tétraploïdes obtenus dans ces croisements pourront être très utiles, comme parents 
mâles, lors de backcross, pour éliminer les traits négatifs (Ferrante, et al. 2009). 
L’analyse à l’aide des marqueurs SSR a révélé que les diploïdes obtenus dans les croisements 
EUR X SRG+COC et EUR X MEL+SHO ont une origine nucellaire. Cependant, les diploïdes 
obtenus dans le croisement FOM X WLM+SRG se sont révélés d’origine zygotique. 
L’analyse réalisée via des SSR localisés sur 8 des 9 groupes de liaison de la carte génétique de 
la clémentine (Ollitrault, et al. 2011), ont montré que ces hybrides diploïdes disposaient des 
allèles du mandarinier Willowleaf ou du Pomelo Star Ruby en plus des allèles maternels du 
mandarinier Fortune. En effet, ces hybrides diploïdes ont affiché des allèles de WLM sur 
certains groupes de liaison et des allèles de SRG sur d'autres. Par ailleurs, chez certains 
hybrides diploïdes, des allèles issus de WLM et de SRG ont été observés pour deux 
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marqueurs situés sur un même groupe de liaison, laissant penser à une recombinaison 
génétique entre ces deux loci. Cette hypothèse est d'autant possible que la distance génétique 
entre les différents loci où ces recombinaisons sont suspectées est suffisante pour qu'une 
recombinaison génétique puisse se produire.    
Des diploïdes ont déjà été observés dans des descendances de croisements interploïdaux. En 
effet, des diploïdes ont été observés dans des croisements 2x X 4x chez le millet  (Pennisetum 
glaucum) (Dujardin et Hanna 1990) et chez la pomme de terre (Hanneman et Peloquin 1968). 
Cependant leurs origines n’ont pas été identifiées. Ces résultats mettent en évidence la 
capacité de l’hybride somatique WLM+SRG à produire un pollen haploïde viable.  
V.3 ETUDE DE LA SEGREGATION ALLELIQUE CHEZ UN 
HYBRIDE SOMATIQUE INTERSPECIFIQUE WLM+EUR ET UN 
HYBRIDE SOMATIQUE INTERGENERIQUE WLM+PON 
D’AGRUMES 
V.3.1 Les différents modes de ségrégation allèlique chez les hybrides somatiques 
Les hybrides somatiques sont le résultat de l’addition de deux génotypes différents et sont 
généralement considérés comme des allotétraploïdes. Chez les polyploïdes, le mode de 
ségrégation allélique dépend du degré d’homologie entre les chromosomes. En effet, chez les 
autotétraploïdes extrêmes, chaque chromosome possède trois autres homologues. Chacun de 
ces chromosomes peut ainsi s’apparier aléatoirement avec chacun de ces homologues en 
bivalents ou tétravalents durant la méiose, conduisant à une ségrégation tétrasomique. Lors de 
ce type de ségrégation, toutes les combinaisons alléliques possibles sont produites à la même 
fréquence (en cas d’absence de double réduction lors de la méiose). Chez les allotétraploïdes 
extrêmes, 2 paires de chromosomes homéologues sont présentes. Si l’appariement 
chromosomique a lieu entre chromosomes homologues, une ségrégation disomique se produit. 
Ce type de ségrégation est indicatif d’allotétraploïdie (Ramsey et Schemske 2002; Soltis et 
Soltis 1993).  
Le mode de ségrégation peut passer de disomique à tétrasomique et vice versa. En effet, chez 
les autotétraploïdes les quatre chromosomes initialement homologues peuvent se différencier 
en deux paires de chromosomes à appariement préférentiel entraînant une diploïdisation 
génétique (Ramsey et Schemske 2002; Soltis et Soltis 1993; Wolfe 2001). L’appariement 
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chromosomique peut ne pas être strictement préférentiel chez les allotétraploïdes, de sorte que 
des recombinaisons entre chromosomes homéologues homogénéisent le génome (Sybenga 
1996). Ces changements de mode de ségrégation peuvent avoir lieu sur plusieurs générations 
et se caractérisent par une ségrégation intermédiaire (Stift, et al. 2008). 
V.3.2 L’effet de l’hybridation somatique sur le comportement méiotique 
Différentes figures méiotiques, incluant des appariements entre chromosomes homéologues 
ou la formation de multivalents, ont été observées chez des hybrides somatiques de pomme de 
terre, tomate et de tournesol (Binsfeld, et al. 2001; Conicella, et al. 1997; Gavrilenko, et al. 
2001; Pijnacker, et al. 1992). Chez l’hybride somatique WLM+EUR en plus des bivalents 
majoritairement formés, des monovalents et multivalents ont également été observés. Le taux 
de tétravalents formés (11%) laisse penser à un faible taux de gamètes issus de double 
réduction (gamètes contenant deux chromatides sœurs). Ces structures multivalentes sont 
généralement considérées comme responsables de la formation de micropollen. Ces 
observations sont en accord avec celles rapportées dans deux études (Chen, et al. 2004; Del 
Bosco, et al. 1999) chez d’autres hybrides somatiques d’agrumes. Lors de la méiose, l’analyse 
de l’appariement chromosomique est la manière classique pour évaluer la distance entre 
espèces ainsi que la stabilité génétique des polyploïdes utilisés dans les programmes 
d’amélioration (Chen, et al. 2004).  
Le comportement méiotique de WLM+EUR peut être indicatif d’homologie inter génomique 
entre WLM et EUR. En effet, les deux parents diploïdes WLM et EUR sont sexuellement 
compatibles. De plus, EUR (C. limon) est présumé être un hybride de C. medica et C. 
aurantium, ce dernier étant, à son tour, le produit d’un croisement entre C. maxima et C. 
reticulata (Nicolosi, et al. 2000).  
Le comportement méiotique d’un hybride somatique intergénérique d’agrumes se caractérise 
par un fort taux de bivalents formés (Chen, et al. 2004) indicatif d’une faible homologie 
chromosomique. De mêmes observations ont été réalisées chez un hybride intergénérique 
doublé entre Lycopersicum esculentum et Solanum sitiens (Ji, et al. 2004) caractérisées par un 
taux élevé de bivalents formés entre chromosomes homologues. En effet, la fréquence 
d’appariement méiotique entre chromosomes homologues est proche de 1 et est nulle entre 
chromosomes homéologues chez les allopolyploïdes extrêmes (Contreras, et al. 2007). 
En général, le comportement méiotique des polyploïdes suit un modèle combinant les 
comportements des allopolyploïdes et des autopolyploïdes. Ainsi il existe une multitude de 
comportements méiotiques intermédiaires qui combinent la formation de bivalents et de 
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multivalents (Stebbins 1950; Wu, et al. 2001). Plusieurs études cytogénétiques et 
moléculaires suggèrent que plusieurs polyploïdes, comme Oncorhynchus mykis et Lotus 
corniculatus  suivent un tel comportement méiotique (Allendorf et Danzmann 1997; 
Fjellstrom, et al. 2001; Sybenga 1996). Ce comportement indique que les chromosomes 
parentaux sont suffisamment semblables pour s’apparier mais pas assez pour un bon 
déroulement de gamétogenèse (Contreras, et al. 2007). En effet, la fertilité chez les 
allopolyploïdes issus de parents proches devrait être faible suite à la formation de 
multivalents. Cependant la fertilité des allopolyploïdes extrêmes devrait être plus importante 
suite à un appariement préférentiel entre chromosomes homologues et une ségrégation 
disomique (Wu, et al. 2001). Les différentes configurations possibles lors de l’appariement 
méiotique ont été modélisées mathématiquement en utilisant un facteur d’appariement 
préférentiel p (Wu, et al. 2001). 
Afin d’identifier le mode de ségrégation de ces hybrides somatiques, l’étude cytogénétique 
reste insuffisante. En effet, ni la formation de multivalents dans un autotétraploïde ni celle de 
bivalents dans un allotétraploïde ne sont strictement obligatoires (Soltis et Riesberg 1986; 
Watson, et al. 1991). De plus, une ségrégation tétrasomique peut être associée à la formation 
exclusive de bivalents durant la méiose, comme observé pour un tétraploïde de lotier Lotus 
corniculatus (Fjellstrom, et al. 2001), un tétraploïde de Vaccinium corymbosum (Qu, et al. 
1998) et un autotetraploid de Brassica oleracea (Jenczewski, et al. 2002). Par conséquent, les 
analyses génétiques, à l’aide de marqueurs moléculaires, de populations ségrégeantes restent 
indispensables à l’évaluation du mode de transmission allélique.   
V.3.3 L’identification du mode de ségrégation allélique chez les hybrides 
somatiques interspécifiques et intergénériques d’agrumes 
L’analyse de la ségrégation allélique a été conduite sur 2 populations ségrégeante, l’une étant 
issue d’un croisement entre pamplemoussier et un hybride somatique interspécifique WLM + 
EUR, l’autre entre un pamplemoussier et un hybride somatique intergénérique WLM + PON. 
17 et 19 marqueurs SSR polymorphes ont été sélectionnés pour l’étude de la ségrégation chez  
ces deux populations respectives. Afin d’estimer les paramètres de ségrégation les plus 
proches des données observées, une approche, basée sur le calcul d’une probabilité de 
vraisemblance, développée récemment (Stift, et al. 2008) a été appliquée. Ce modèle 
d’analyse statistique a permis d’incorporer l’hypothèse de ségrégation disomique, 
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tétrasomique et une multitude d’hypothèses intermédiaires. De plus cette méthode permet 
aussi d’évaluer les taux de double réduction.  
Sur la population triploïde issue du croisement CHA X WLM+EUR, des distorsions de 
ségrégation allélique significatives ont été observées sur dix des dix-sept marqueurs étudiés 
en négligeant la possibilité d’allèles nuls.  Le citronnier EUR présente un profil homozygote 
au niveau de ces dix marqueurs laissant suspecter la possibilité d’un allèle nul. En effet, EUR 
ne présentait pas les allèles respectifs issus de ses parents présumés au niveau de ses loci. Le 
citronnier étant un hybride naturel de Citrus medica L. et Citrus aurantium lui même hybride 
de Citrus maxima et Citrus reticulata (Nicolosi, et al. 2000). La présence d’allèles nuls fait 
apparaître un diploïde hétérozygote en homozygote et mène ainsi à des estimations biaisées 
dans les études de génétique des populations (Oddou-Muratorio, et al. 2009). De plus, aucune 
distorsion allélique significative n’a été observée en considérant la présence d’allèles nuls 
chez EUR. Cette hypothèse a été approuvée par l'analyse des parents putatifs du citronnier (C. 
aurantium et C. medica) le mélange des ADN de ses parents qui a mis en évidence la 
compétition d’amplification allélique entre les allèles des parents de citronnier.  
Les résultats obtenus suite à l’analyse par les marqueurs SSR ont écarté la possibilité d’une 
ségrégation disomique au niveau des loci étudiés. Une hypothèse de ségrégation intermédiaire 
est significativement plus adaptée aux données observées pour huit des dix-sept loci étudiés. 
Cependant, une hypothèse de ségrégation tétrasomique explique de manière significative les 
proportions génotypiques observées, au niveau des neuf loci restants, dans la descendance du 
croisement étudié.  
Dix-neuf marqueurs SSR polymorphes, placés sur 9 groupes de liaisons d’une carte génétique 
de clémentinier (Ollitrault, et al. 2011) ont été utilisés pour l’évaluation du mode ségrégation 
allèlique d’un hybride somatique intergénérique WLM+PON. L’analyse des disparités 
alléliques, dans la descendance du croisement CHA X WLM+PON, au niveau des différents 
marqueurs utilisés a mis en évidence des distorsions alléliques significatives au niveau de 
trois des dix-neuf marqueurs utilisés. Ces distorsions n’étaient pas dues à la présence d’allèles 
nuls. Elles peuvent être causées par des gènes d’incompatibilité, de la compétition gamétique, 
des avortements zygotiques ou une fertilisation préférentielle (Lyttle 1991; Ruiz et Asins 
2003). En effet, des distorsions de ségrégation ont souvent été observées chez les agrumes 
dans les croisements intergénériques (Durham, et al. 1992; Jarrell, et al. 1992; Ruiz et Asins 
2003; Torres, et al. 1978). Ces trois marqueurs ont été écartés de l’analyse.  
L’analyse génétique de la descendance triploïde du croisement CHA X WLM+PON a 
conforté l’hypothèse d’une ségrégation intermédiaire (à tendance disomique) chez cet hybride 
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au niveau des 16 marqueurs utilisés. Les proportions de gamètes formés par appariement 
chromosomique aléatoire au niveau des marqueurs situés sur un même groupe de liaison sont 
similaires. Cependant, la proportion de gamètes formés suite à une ségrégation tétrasomique 
varie fortement d’un groupe de liaison à un autre. Ce résultat pourrait être indicatif de 
différents niveaux d’homologie génétique entre mandarinier et Poncirus tout au long des 9 
groupes de liaison étudiés. 
Ainsi, chez l’hybride somatique interspécifique, neuf marqueurs ont présenté une ségrégation 
tétrasomique et huit, une ségrégation intermédiaire tandis que chez l’hybride somatique 
intergénérique, les seize marqueurs ont montré une ségrégation intermédiaire à tendance 
disomique. Par conséquent, avec l’accroissement de la distance génétique entre les 2 parents 
des hybrides somatiques, l’homologie entre chromosome homologue décroît, entraînant la 
ségrégation vers une forme plus disomique.  
L’évaluation du mode de ségrégation chez les polyploïdes a souvent été réalisée via Test du χ² 
ou analyse bayesienne (Bousalem, et al. 2006; Olson 1997). Cependant ces deux méthodes 
d’analyse permettent de comparer deux hypothèses de ségrégation strictes et n’accordent 
aucune considération aux possibilités de ségrégation intermédiaire.  Cette approche analytique 
utilisée dans cette étude et développée par Stift et al. (2008) a ainsi permis d’établir qu’une 
ségrégation intermédiaire est plus probable qu’une ségrégation tétrasomique chez un 
tétraploïde de Centaurea jacea et un tétraploïde de Tolmiea menziesii (Hardy et Vekemans 
2001; Soltis et Soltis 1988). En effet dans ces deux publications, l’hypothèse d’une 
ségrégation intermédiaire ne pouvait pas être écartée en utilisant les méthodes d’analyses 
conventionnelles (Stift, et al. 2008).  
V.3.4 Impact du type d’hybridation somatique sur la transmission de 
l’hétérozygotie et la double réduction 
La transmission de l’hétérozygotie parentale est influencée par le mode de ségrégation adopté 
par l’hybride somatique. Elle dépend du type d’appariement chromosomique ayant lieu. En 
effet, en cas de ségrégation intermédiaire, les hétérozygoties inter et intraparentales sont 
transmises. Cependant, le taux de restitution de l’hétérozygotie intraparentale augmente avec 
un taux croissant de gamètes formés par appariement chromosomiques aléatoires. Ainsi chez 
l’hybride somatique interspécifique, une restitution intraparentale est favorisée au dépend de 
l’interparentale tandis que chez l’hybride somatique intergénérique la transmission de 
l’hétérozygotie interparentale est favorisée  au dépend de l’intraparentale.  
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La connaissance de la restitution de l’hétérozygotie est importante pour les stratégies 
d’amélioration des agrumes basées sur l’induction de variabilité génétique suivie de processus 
de sélection. En effet, lors de ce type de croisement, pour chaque locus, le nombre maximal 
de structures alléliques possibles variera de 8 en cas de ségrégation disomique à 20 en cas de 
ségrégation tétrasomique (Ollitrault, et al. 2008). Chez un hybride somatique interspécifique, 
caractérisé par une ségrégation tétrasomique et intermédiaire à tendance tétrasomique, les 
hétérozygoties inter et intraparentale sont transmises. Ainsi, la transmission de l’hétérozygotie 
intraparentale sera favorisée dans les descendances des croisements 2x X 4x impliquant un 
hybride somatique interspécifique, menant ainsi à une plus grande diversité génétique et la 
ségrégation de caractères parentaux intéressants chez les populations triploïdes générées. 
Chez un hybride intergénérique, l’éloignement génétique observé est suffisant pour conduire à 
un appariement préférentiel des chromosomes homologues et ainsi à la transmission 
prédominante de l’hétérozygotie interparentale aux descendances générées. Ainsi, si des 
caractères d’intérêt sont homozygotes dominants, ils seront transmis à haute fréquence aux 
populations générées par un hybride somatique intergénérique. Par ailleurs, si les parents sont 
hétérozygotes pour ces caractères, une ségrégation devrait avoir lieu et l’utilisation de la 
stratégie « Tetrazyg » (Grosser et Gmitter 2010) nécessitera une optimisation des processus de 
sélection.  
L’approche utilisée a permis, aussi, d’estimer les taux de doubles réductions ayant lieu lors de 
la gamétogenèse. La double réduction peut jouer un rôle important dans la purge des 
mutations délétères via une sélection gamétophytique (Butruille et Boiteux 2000). La double 
réduction a lieu quand  les chromatides sœurs migrent au sein d’un même gamète à la méiose. 
Elle nécessite la formation de multivalents lors de la méiose, de la fréquence de 
recombinaisons ainsi que la position du locus étudié par rapport au centromère (Stift, et al. 
2008). Par conséquent, une plus grande accumulation de mutations délétères devrait se 
produire lors d’une ségrégation de type tétrasomique.   
Au niveau interspécifique, aucun génotype gamétique issu de double réduction n’a été 
observé au niveau des marqueurs ne présentant aucun allèle en commun entre les parents. Les 
mêmes résultats ont été observés chez les autres marqueurs étudiés au niveau des allèles non 
communs. Par ailleurs, l’identification des génotypes double réduits au niveau des loci 
présentant des allèles communs et lors de la présence d’allèles nuls, n’était pas réalisable. Ces 
résultats sont en accord avec les observations cytogénétiques qui ont mis en évidence la faible 
formation de structures de type multivalent lors de la méiose. Au niveau intergénérique, des 
génotypes gamétiques issus de double réduction stricte ont été observés, à faible taux, au 
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niveau de plusieurs marqueurs. Cependant, les taux de double réduction estimés sont plus 
élevés que les taux observés mais restent, toutefois, plus proches du minimum théorique que 
du maximum. Cette tendance est logique puisque les génotypes doubles réduits ne sont pas 
complètement identifiés au niveau des loci partiellement hétérozygotes. Ces résultats sont en 
accord avec les observations cytogénétiques réalisées par Chen et al. (2004) sur un hybride 
somatique intergénérique entre mandarinier Cléopatre et Poncirus Argentine. 
Le comportement méiotique ainsi que la ségrégation allélique chez les hybrides somatiques 
d’agrumes dépendent de la distance génétique reliant les parents diploïdes utilisés. 
Assurément, plus ces parents sont proches, plus l’appariement chromosomique aura de 
chances d’avoir lieu entre chromosomes « homéologues » et la ségrégation tendra vers la 
tétrasomie. 
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VI. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Durant ce travail de thèse, nous avons étudié l’impact de l’hybridation somatique sur la 
morphologie florale, la fertilité, la transmission de l’apomixie et la monoembryonie, la 
ségrégation allélique et l’origine génétique des variations du niveau de ploïdie dans les 
descendances lors de croisements interploidaux  impliquant ces hybrides somatiques. 
Le matériel expérimental utilisé a été caractérisé au niveau nucléaire à l’aide de marqueurs de 
type SSR. La caractérisation moléculaire a mis en évidence l’addition des génomes parentaux 
au sein de chacun des hybrides somatiques étudiés. Sept hybrides somatiques ont été choisis 
pour l’étude de la biologie de la reproduction chez les hybrides somatiques d’agrumes. Pour 
l’étude de la ségrégation allèlique, deux populations ont été crées en croisant des fleurs de 
pamplemoussier avec du pollen de deux hybrides somatiques : interspécifique (mandarinier + 
citronnier) et intergénérique (mandarinier + poncirus). Enfin, des variations du niveau de 
ploïdie dans des descendances de trois croisements de type 2x X 4x ont été observées et leurs 
origines ont été évaluées.  
 
VI.1 BIOLOGIE DE LA REPRODUCTION DES HYBRIDES 
SOMATIQUES D’AGRUMES 
VI.1.1 Effets de l’hybridation somatique sur l’appareil floral 
L’étude de l’appareil floral des parents des différents hybrides somatiques étudiés montre de 
fortes différences. Les hybrides somatiques présentent dans l’ensemble plusieurs 
caractéristiques phénotypiques intermédiaires aux parents diploïdes. Toutefois, des 
phénomènes de dominances des caractères floraux du second parent, dans les hybrides 
somatiques impliquant la mandarine, et du pomelo chez les hybrides somatiques l’impliquant 
ont été observés. 
Ces hybrides somatiques ont donné naissance à des phénotypes intermédiaires aux deux 
parents mais également de nouveaux, au-delà des deux parents. Ainsi, les relations 
phénotypiques florales ne peuvent pas être analysées que par une simple hypothèse 
d’additivité. Ces phénotypes supérieurs aux deux parents diploïdes peuvent être dus à la 
polyploïdisation ou à une expression transgressive des gènes. De plus, une augmentation du 
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volume cellulaire se traduit par la formation d’organes végétatifs et reproductifs plus 
volumineux que chez les parents diploïdes. 
VI.1.2 Impact de l’hybridation somatique sur la fertilité 
La fertilité des hybrides somatiques varie d’un hybride à l’autre. Elle est intermédiaire à la 
fertilité parentale pour certains ou alors identique au parent le moins fertile.  
Au niveau pollinique, les différents hybrides somatiques ont donné naissance à un pollen 
viable à taux de germination généralement intermédiaire aux parents diploïdes. Contrairement 
aux hybrides somatiques chez d’autres espèces, les hybrides somatiques d’agrumes présentent 
un pollen viable et fertile au niveau interspécifique comme au niveau intergénérique. Ce 
résultat est dû à une forte homologie intergénomique entre les différentes espèces du genre 
Citrus et Poncirus mais aussi la compatibilité sexuelle entre ces deux genres.  
L’étude de la fertilité mâle et femelle d’hybrides somatiques entre parents plus éloignés serait 
très intéressante et permettrait d’avoir une idée sur le seuil d’homologie et compatibilité 
génomiques au-delà du niveau intergénérique.   
VI.1.3 Transmission de l’apomixie et de la poly-monoembryonie 
L’étude de la transmission de l’apomixie et de la mono/polyembryonie chez les hybrides 
somatiques est complexe. Certains hybrides somatiques ont présenté, des taux de 
polyembryonie et de plants d’origine zygotique, très différents de ceux de leurs parents 
diploïdes alors que d’autres sont très proches des parents. Il sera particulièrement important 
de tenir compte de ce résultat pour les programmes d’amélioration des variétés et de porte-
greffe. Les hybrides somatiques présentant un fort taux de zygote dans leurs descendances 
pourront être utilisés en tant que géniteurs femelles dans les plans de croisements mais ces 
mêmes hybrides ne pourront pas être multipliés par voie nucellaire pour la propagation de 
porte-greffe.   
Un modèle de transmission de ces deux caractères, basé sur de précédents travaux, a été mis 
en place. Ce modèle suggère que ces deux caractères soient contrôlés, indépendamment, par 
deux gènes complémentaires, A ; B pour l’apomixie et C et D  pour la mono/polyembryonie, 
qui doivent être représentés par leurs allèles dominants chez un diploïde pour induire 
l’apomixie et la polyembryonie. Au niveau polyploïde, les ratios alléliques B/A et D/C 
influenceraient l’expression de ces deux phénotypes.  
A ce stade et avec les résultats obtenus, ce modèle ne peut être complètement validé. En effet, 
notre étude n’a pas traité l’ensemble des facteurs pouvant intervenir dans la modification de 
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l’expression génétique chez les polyploïdes, tels que les variations épigénétiques, les 
conditions écophysiologiques ou un possible effet pollinisateur. Il faudrait pouvoir compléter 
cette étude avec la réalisation de croisements diallèles contrôlés, en agrandissant le nombre 
d’hybrides somatiques, sous des conditions climatiques différentes, suivies d’une analyse 
génétique approfondie des populations obtenues et de l’étude structurelle génétique 
comparative des hybrides somatiques et de leurs parents diploïdes.  
VI.2 ORIGINE GENETIQUE DES 2X, 3X ET 4X DANS LES 
DESCENDANCES 2X X 4X 
La majorité des hybrides issus des croisements 2x x 4x sont triploïdes. Cependant dans trois 
croisements, des diploïdes et tétraploïdes ont également été obtenus. L’analyse à l’aide de 
marqueurs moléculaires montre que les triploïdes sont bien issus de la fécondation d’un 
gamète femelle haploïde par un pollen diploïde. Les tétraploïdes proviennent de la 
fécondation de gamètes femelles avec des gamètes d’hybrides somatiques. Les diploïdes issus 
des croisements EUR x SRG+COC et EUR x MEL+SHO se sont révélés être d’origine 
nucellaire tandis que les diploïdes obtenus dans le croisement FOM x WLM+SRG sont 
d’origine zygotique. En effet, ces diploïdes ont été analysés à l’aide de marqueurs localisés 
sur 8 des 9 groupes de liaison de la carte génétique de clémentinier (Ollitrault, et al. 2011). Ils 
ont présenté des allèles des mandariniers Fortune et Willowleaf ou du Pomelo Star Ruby à 
différents loci. De ce fait, l’hybride somatique WLM+SGR est capable de produire des 
gamètes haploïdes viables. En revanche, aucune corrélation ne pouvait être établie avec la 
production de micropollen par cet hybride. En effet, l’ensemble des hybrides somatiques 
étudiés se caractérisait par des taux de micropollen supérieurs à leurs parents diploïdes.  
VI.2.1 Perspectives pour les programmes d’amélioration d’agrumes 
L’étude d’un plus grand nombre d’hybrides somatiques d’agrumes, en pollinisation contrôlée 
et l’utilisation de plusieurs pollinisateurs, permettrait de comprendre mieux l’expression et la 
transmission de l’apomixie et de la mono/polyembryonie chez les agrumes. Le matériel 
végétal créé par le CIRAD, et en particulier les hybrides somatiques allotétraploïdes crées 
suivant un plan d’hybridation diallèle entre 5 espèces du genre Citrus et ceux issus d’une 
addition entre mandarinier cv "Willowleaf" et 7 espèces appartenant aux genres Citrus, 
Poncirus et Fortunella, apparaît particulièrement adapté à ce type d’études. L’étude 
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génomique, génétique et structurelle, des espèces parentales pourrait être très utile pour la 
prédiction du phénotype des hybrides somatiques et de leurs descendances. 
De plus, l’évaluation de la polyembryonie/zygotie dans des graines issues des parents 
diploïdes doublés serait un atout important pour cette étude. Il permettrait d’appréhender 
l’effet de la ploïdie sur le nombre d’embryons et de zygotes.  
Les résultats obtenus ont mis en évidence deux hybrides somatiques WLM+SRG et 
WLM+SHO qui se caractérisent par une polyembryonie réduite et un fort taux de plants 
zygotiques en descendance. Ces caractéristiques sont recherchées pour les programmes de 
création variétale. Ces deux hybrides somatiques sont d'ores et déjà utilisés en tant que parent 
mâle dans le programme de création variétale du CIRAD à San Giuliano. Ils pourront ainsi 
intégrer le programme de création variétale, en tant que parent femelle utilisable dans des 
croisements de type 4x X 2x, connus pour être plus intéressant en terme de rentabilité, en 
nombre de triploïdes générés, que les croisements 2x X 4x.   
Cependant, un tel comportement chez des hybrides somatiques peut représenter une 
problématique pour les programmes de polyploïdisation liés à la création de porte-greffe. En 
contradiction avec la majorité des espèces végétales, la polyploïdie chez les agrumes parait 
agir négativement sur la polyembryonie et l’apomixie, caractéristiques essentielles pour un 
porte-greffe. Il serait donc important de tester les hybrides somatiques et tous les diploïdes 
doublés potentiellement utiles en tant que porte-greffe. 
L’apparition d’individus diploïdes dans la descendance du croisement FOM x WLM+SRG 
indique un déroulement anormal de la méiose chez cet hybride somatique. Il serait donc 
important de réaliser une étude cytogénétique fine de cet hybride somatique. L’utilisation de 
technique d’évaluation de la ploïdie de grains de pollen par cytométrie en flux (Pan, et al. 
2004) permettrait d’avoir une idée précise des différents niveaux de ploïdie pollinique chez 
les hybrides somatiques. Il serait également intéressant d’étudier le comportement méiotique 
de cet hybride somatique par des techniques de type GISH ou FISH pour une meilleure 
évaluation de son comportement méiotique. 
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VI.3 ETUDE DE LA SEGREGATION ALLELIQUE CHEZ LES 
HYBRIDES SOMATIQUES D’AGRUMES 
VI.3.1 Analyse cytogénétique et étude du mode de ségrégation allélique 
Chez les hybrides somatiques, la relation entre les génomes parentaux exerce une forte 
influence sur la détermination des processus d’appariement chromosomique et de 
recombinaison. Ainsi, elle pourrait influencer l'étendue des irrégularités méiotiques et par 
ailleurs, la viabilité des gamètes.  
Au niveau interspécifique, chez l’hybride somatique entre mandarinier et citronnier et malgré 
la formation majoritaire de bivalents observée (78%), des structures de type tétravalents 
(11%) et univalents (8%) ont été observées. La présence de ces derniers, généralement 
responsables de la formation de micropollen, est souvent négativement corrélée à la viabilité 
pollinique. La formation de multivalents au niveau de notre hybride somatique est révélatrice 
d’homologie chromosomique entre mandarinier et citronnier. Cependant, au niveau 
intergénérique, ce taux de micropollen était significativement plus faible (Chen, et al. 2004). 
Ce résultat est indicatif d’un faible taux d’univalents. En effet, l’étude cytogénétique d’un 
hybride somatique intergénérique entre mandarine cv Cléopatre et poncirus cv Argentine a 
révélé un fort pourcentage de bivalents, indicatif d’une moindre homologie génomique au 
niveau intergénérique. Ces comportements méiotiques peuvent être liés à la large 
compatibilité sexuelle chez les agrumes.     
L’utilisation de marqueurs SSR polymorphes a été d’une grande utilité pour l’identification 
des modes de ségrégation allélique chez les hybrides somatiques d’agrumes. Afin de traiter 
nos résultats, nous avons utilisé l’approche développée par Stift et al. (2008) qui permet 
d’évaluer les taux de double réductions et de prendre en compte les modèles  de ségrégation 
intermédiaires. Des distorsions de ségrégations au niveau de certains marqueurs, au niveau 
interspécifique, ont été clairement observées. Ces distorsions alléliques, probablement dues à 
une compétition allélique entre les allèles parentaux du citronnier Eureka, disparaissent après 
la considération de présence d’allèles nuls chez le citronnier. Toutefois, au niveau 
intergénérique, ces distorsions de ségrégation seraient dues à une compétition gamétique, une 
fécondation préférentielle ou à la présence de gènes d’incompatibilité à ces loci. La 
considération d’allèles nuls à ce niveau n’était pas compatible avec les résultats obtenus. 
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L’approche utilisée a permis de prendre en considération, en plus des hypothèses de 
ségrégation disomique et tétrasomique, un ensemble d’hypothèses de ségrégation 
intermédiaire. Ainsi les analyses des descendances ont clairement montré une ségrégation 
tétrasomique et intermédiaire à tendance tétrasomique au niveau des loci étudiés pour 
l’hybride somatique interspécifique WLM+EUR. Cependant la ségrégation est de type 
intermédiaire à tendance disomique pour l’hybride somatique intergénérique WLM+PON, au 
niveau des 9 groupes de liaisons étudiés. 
De plus, chez l’hybride somatique WLM+EUR, au niveau des loci à ségrégation 
intermédiaire, l’appariement chromosomique préférentiel a majoritairement lieu entre 
chromosomes homéologues. Cependant, chez WLM+PON l’appariement chromosomique 
préférentiel a lieu entre chromosomes homologues. Ces résultats montrent que les hybrides 
somatiques d’agrumes adoptent un mode de ségrégation intermédiaire, dû à la proximité 
phylogénique des parents et à l’importante compatibilité sexuelle qui existe au sein des 
agrumes.   
La transmission de l’hétérozygotie intraparentale est également liée au mode de ségrégation 
allélique. En effet, celle ci est positivement corrélée au taux de gamètes formés par 
ségrégation tétrasomique. Par conséquent, un hybride somatique interspécifique favorise plus 
la transmission de l’hétérozygotie intraparentale qu’un hybride somatique intergénérique. 
L’existence de modes de ségrégation intermédiaire peut avoir des répercussions importantes 
sur les études de  génétique des populations et la cartographie génétique des tétraploïdes. 
Chez les agrumes, les hybrides somatiques peuvent manifester différents modes 
d’appariements chromosomiques, en fonction de l’homologie génétique au niveau du locus en 
question. Ainsi, les différentes méthodes développées pour la génétique des populations ou 
l’établissement de cartes de liaisons génétiques chez les tétraploïdes (Cao, et al. 2005; Luo, et 
al. 2006; Ronfort, et al. 1998) ne peuvent être généralement applicables à des systèmes à 
large compatibilité sexuelle.  
VI.3.2 Perspectives d’études génétiques et épigénétiques chez les hybrides 
somatiques d’agrumes et leurs descendances 
Nos résultats ont montré une ségrégation intermédiaire et tétrasomique pour l’hybride 
somatique interspécifique et intermédiaire à tendance disomique chez l’hybride 
intergénérique. L’hybride somatique interspécifique permet de transmettre l’hétérozygotie 
inter et intraparentale via un appariement aléatoire des chromosomes ou appariement 
Conclusions et perspectives 
205 
préférentiel entre chromosomes homéologues lors de la méiose. Ce type de configuration 
permet ainsi d’augmenter la diversité et variabilité allélique dans les descendances des 
hybrides somatiques interspécifiques. Il serait intéressant de vérifier sur des populations en 
ségrégation que la cette diversité allélique se retrouve au niveau phénotypique. Ces résultats, 
une fois généralisés sur l’ensemble des hybrides somatiques interspécifiques obtenus, 
permettraient de raisonner les tailles de populations pour la conduite d’un programme de 
sélection. 
Au niveau intergénérique, l’appariement préférentiel a lieu entre chromosomes homologues 
impliquant ainsi la transmission de l’hétérozygotie interparentale au dépend de 
l’intraparentale. Ce résultat est dû à l’éloignement génétique au niveau intergénérique. Ainsi, 
si les parents d’un hybride somatique intergénérique sont homozygotes pour des caractères 
dominants, ces derniers seront majoritairement transmis aux descendances des hybrides 
somatiques. En revanche, si ces caractères sont hétérozygotes, ces caractères ségrégeront et 
nécessiteront l’utilisation de stratégie « tetrazyg » (Grosser et Gmitter 2010). 
Il serait intéressant d’étudier par la suite des hybrides somatiques dont les parents ont une 
compatibilité sexuelle très faible ou nulle afin d’établir ou non une corrélation avec le mode 
de ségrégation. On partirait alors de l’hypothèse que la compatibilité sexuelle chez les 
agrumes pourrait être liée à la non reconnaissance des chromosomes homéologues entrainant 
alors une ségrégation disomique chez un hybride somatique.  
Suite à des événements de polyploïdisation, plusieurs études ont mis en évidence des 
changements génétiques et épigénétiques ayant lieu assez rapidement. Ces études ont montré 
que, au niveau génomique, les polyploïdes tendent vers un retour à la diploïdie via la 
réduction et la perte de gènes dupliqués (Chen, et al. 2007; Grover, et al. 2007; Wolfe 2001). 
Chez les allopolyploïdes, la perte de fragments d’ADN semble avoir lieu via des 
recombinaisons entre chromosomes homéologues (Gaeta, et al. 2007; Ozkan, et al. 2002).   
Dans certains cas, ces événements sont associés à une modification de l’expression de gènes 
et de phénotypes. Des analyses RFLP et AFLP réalisées sur des allopolyploïdes de Brassica 
(Song, et al. 1995) et de Triticum (Liu, et al. 1998; Ozkan, et al. 2001; Shaked, et al. 2001) 
ont mis en évidence des pertes et rajouts de fragments d’ADN immédiatement après la 
polyploïdisation. La polyploïdie peut également entraîner des réarrangements ou des pertes 
chromosomiques (Levy et Feldman 2004; Pires, et al. 2004; Song, et al. 1995; Udall et 
Wendel 2006), une inégalité de l’évolution des séquences de gènes dupliqués (Adams 2007) 
ou des variations des taux de méthylation génomiques (Lukens, et al. 2006; Madlung, et al. 
2002; Salmon, et al. 2005). Le mécanisme exact responsable de cette réduction est encore mal 
Conclusions et perspectives 
206 
connu. En effet, relativement peu de choses sont connus sur ces changements de structure et 
d’expression pendant les premières générations suivant la polyploïdisation. Ce constat est 
principalement dû à la rareté de jeunes polyploïdes naturels pour lesquels les ressources 
génétiques sont disponibles.  
Chez les agrumes, la disponibilité de matériel végétal polyploïde jeune ainsi que des outils 
d’études moléculaires permettraient une étude approfondie de cette évolution. Il  serait donc 
très intéressant 1) d’examiner l’évolution, de manière rapide, de gènes homéologues au 
niveau des premières descendances de divers hybrides somatiques interspécifiques et 
intergénériques, 2) d’étudier le polymorphisme entre chromosomes homéologues au niveau 
nucléotidique via des marqueurs SNP, 3) de vérifier si des modifications structurelles ont lieu 
de manière rapide (directement suite à la polyploïdisation) ou nécessitent plus de temps et 
enfin examiner la possibilité de l’existence de motifs répétés de perte ou de silencing 
indépendamment de l’origine. L’utilisation de marqueurs de type SNP ou de techniques de 
pyrosequençage serait un excellent atout pour ce genre d’étude.     
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Abstract 
Citrus somatic hybridization via protoplast fusion has become an integral part of citrus variety 
improvement programs worldwide. Applications of somatic hybridization to citrus scion 
improvement include the production of quality tetraploid breeding parents that can be used in 
interploid crosses to generate seedless triploids. Applications of somatic hybridization to 
citrus rootstock improvement include the production of allotetraploid hybrids that combine 
complementary diploid rootstocks, and to combine citrus with sexually incompatible or 
difficult to hybridize genera that possess traits of interest for germplasm expansion. 
The objective of this thesis is 1/ To determine the impact of somatic hybridization on the 
somatic hybrids phenotype especially on reproduction characteristics (Pollen fertility and 
Apomixis/polyembryony) 2/ To analyze the allelic inheritance in citrus intergeneric and 
interspecific somatic hybrids, and finally 3/ to establish the origin of ploidy variation in 
interploidal progenies involving citrus tetraploid somatic hybrids. 
Analysis of reproduction characteristics in citrus somatic hybrids, generally, showed 
intermediate pollen characteristics to their fusion parents, while they showed an identical 
female fertility as one of their diploid parents. Concerning apomixis/polyembryony 
transmission, when compared to their diploid parents, all studied somatic hybrids were 
apomictic and polyembryonic. However, significative raise of zygotic rates in some were 
observed compared to their diploid parents. Moreover, embryony rates decreased 
significantly. 
Cytogenetic analysis of citrus interspecific somatic hybrid meiosis displayed 11% of 
tetravalents and 76% of bivalents. Inheritance of the tetraploid hybrid was analyzed by 
genotyping the triploid progeny derived from a cross between a diploid pummelo and the 
tetraploid somatic hybrid. Markers segregation was largely compatible with tetrasomic and 
intermediate inheritance, with preferential pairing of homeologous chromosomes. However at 
the intergeneric level, obtained results support intermediate inheritance in a Citrus 
intergeneric somatic hybrid with occurrence of preferential pairing of homologous 
chromosomes. 
Molecular analysis of interploidal crosses progeny implying citrus somatic hybrids revealed 
different ploidy levels and that tetraploids were issued from a diploid male and an unreduced 
female gamete. However, diploids were issued from a haploid female and a viable haploid 
male gamete coming from the tetraploid somatic hybrid.  
 
Keywords: Citrus, polyploids, somatic hybridization, allelic inheritance, SSR, meiosis, 
apomixis 
 
 
 
 
  
Résumé 
Dans de nombreux bassins de production d’agrumes, la diversification des petits agrumes de 
type mandarinier sans pépins est au cœur des stratégies de segmentation du marché. Cette 
diversification variétale s’appuie largement sur la création d’hybrides triploïdes. En effet, 
grâce à la parthénocarpie des agrumes, la stérilité engendrée par la triploïdie n'affecte pas la 
frudibondité et permet d’obtenir des fruits sans pépins. 
Afin d’y parvenir, le CIRAD a mis en place un programme d’hybridation somatique 
permettant d’augmenter le nombre de parents tétraploïdes disponibles et ainsi contribuer à une 
meilleure définition des stratégies d’amélioration des agrumes triploïdes. Dans le but d’avoir  
une meilleure prévision du phénotype des hybrides polyploïdes en fonction de celui de leurs 
géniteurs, l’étude de la biologie de la reproduction de ces hybrides somatiques s’imposait.  
Ce travail a pour objectif 1/ De comprendre la transmission du système de reproduction des 
hybrides somatiques d’agrumes en fonction de leurs parents diploïdes. 2/ De mieux prévoir la 
structure génétique des hybrides triploïdes lors des croisements 2x X 4x. 3/ De comprendre 
l’origine des variations de ploïdie observées dans les croisements entre diploïdes et 
tétraploïdes et d’évaluer la part de différents phénomènes tels que la gamétogenèse et 
l’avortement précoce des embryons dans cette variabilité.  
Ce travail représente la première étude sur la transmission du système de reproduction des 
hybrides somatiques. Les résultats obtenus montrent la conservation de certains caractères 
parentaux mais aussi de l’apparition de nouveaux phénotypes. L’ensemble des hybrides a 
montré une fertilité identique ou intermédiaire à celle du parent le moins fertile. Cependant, 
une diminution du degré de polyembryonie et une augmentation du pourcentage d’embryons 
d’origine zygotique ont été observées chez certains hybrides somatiques.  
L’étude de la ségrégation allélique chez un hybride somatique interspécifique d’agrumes a été 
réalisée sur un hybride somatique inter spécifique tétraploïde d’agrumes entre la mandarine 
commune (Citrus reticulata Blanco) et le citron Eureka (Citrus limon (L.) Burm. F. L’étude 
cytogénétique a révélé la formation d’une majorité de bivalents (76%) avec une présence de 
mono et tétravalents (respectivement 4% et 11%). L’étude moléculaire de la ségrégation par 
marqueurs de type SSR polymorphes ne présentant aucun allèle en commun entre les trois 
parents, a été réalisée à l’aide de dix sept marqueurs moléculaires. L’analyse statistique des 
résultats obtenus montre une ségrégation tétrasomique et intermédiaire chez cet hybride 
somatique interspécifique.  
Au niveau intergénérique, la ségrégation allèlique a été évaluée chez une descendance 
triploïde issue d’un croisement entre le pollen d’un hybride somatique intergénérique (Citrus 
reticulata Blanco) + Poncirus trifoliata (L.) Raf et des fleurs de pamplemoussier Chandler. 
L’étude de la ségrégation allèlique chez l’hybride inter générique a été plus complexe. En 
effet, les fréquences observées des génotypes de la descendance penchaient vers l’hypothèse 
d’une ségrégation intermédiaire. Les résultats obtenus ont fourni une évidence en faveur 
d’une ségrégation intermédiaire à tendance disomique. 
Enfin, les descendances obtenues suite à trois croisements de type 2x X 4x ont montré 
différents niveaux de ploïdie 2x 3x et 4x. L’étude moléculaire a révélé que : 1/ Les individus 
tétraploïdes sont issus d’un gamète femelle non réduit et d’un gamète mâle diploïde. 2/ Les 
individus triploïdes proviennent de la fécondation d’un gamète femelle haploïde par un 
gamète mâle diploïde et 3/ Les individus diploïdes sont obtenus suite à la fécondation de deux 
gamètes haploïdes dont un provient de l’hybride somatique tétraploïde.   
Mots clés : Agrumes, hybridation somatique, polyploïdie, ségrégation allélique, SSR, méiose, 
apomixie 
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